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DECRETI, DELIBERE E ORDINANZE MINISTERIALI 


MINISTERO DELLA SANITÀ 
DECRETO 20 dicembre 1989. 


Modificazioni ed integrazioni ai decreti ministeriali 3 dicembre 1985 e 25 luglio 1987, n. 555, sulla classificazione e la 
disciplina dell’imballaggio e dell’etichettatura delle sostanze pericolose, in attuazione delle direttive emanate dal Consiglio 
e dalla Commisssione delle Comunità europee. 


IL MINISTRO DELLA SANITÀ 


DI CONCERTO CON 


1 MINISTRI DELL'INTERNO DELL'INDUSTRIA. DEL COMMERCIO E DELL'ARTIGIANATO E DEL LAVORO E DELLA PREVIDENZA SOCIALE 


Visto il decreto ministeriale 3 dicembre 1985; 
Visto il decreto ministeriale 25 luglio 1987, n. 555; 


Viste la direttiva del Consiglio n. 87/432 del 3 agosto 1987, le direttive della Commissione n. 87/302 del ‘18 
novembre 1987 e n. 88/490 del 22 luglio 1988, che adeguano al progresso tecnico la direttiva n. 67/548 del Consiglio 
concernente il ravvicimamento delle disposizioni legislative, regolamentari ed amministrative. relative alla 
classificazione, all’imballaggio ed alla etichettatura delle sostanze pericolose; 


Ritenuto di dover integrare i decreti 3 dicembre 1985 e 25 luglio 1987, n. 555, in conformità delle citate direttive 
n. 87/432, n. 87/302 e n. 88/490; 


Visti gli articoli.3 e 6 della legge 29 maggio 1974, n. 256, concernente la classificazione e disciplina dell'imballaggio. 
e dell’etichettatura delle sostanze e dei preparati pericolosi; 


Decreta: 
Art, 1. 


L'allegato I al. presente decreto sostituisce ed integra ogni disposizione contenuta nell’allegato I al decreto 
ministeriale 25 luglio 1987, n. 555. 


In tale nuovo allegato vengono individuate: 


dal contrassegno (*), riportato sul margine sinistro, le sostanze che, già presenti nell’allegato 1 del decreto 
ministeriale 25 luglio 1987, n. 555, vengono modificate per quanto riguarda la denominazione, l'indicazione del CAS, la 
classificazione e l’etichettatura, nonchéde sostanze che sono state inserite per la prima volta, in relazione alla direttiva 
del Consiglio n. 87/432/CEE; 


dal contrassegno (**), riportato sul margine sinistro, le, sostanze che, già presenti nell’allegato I del decreto 
ministeriale 25 luglio 1987, n. 555, vengono modificate per quanto riguarda la denominazione, l’indicazione del CAS, la 
classificazione e l’etichettatura, nonché le sostanze che sono state inserite per la prima volta, in relazione alla direttiva 
della Commissione n. $8/490/CEE. 


Art, 2. 


L'allegato II al presente.decreto integra le disposizioni contenute nell'allegato V al decreto ministeriale 3 dicembre 
1985, concernente i metodi sperimentali per la determinazione delle proprietà fisico-chimiche, tossicologiche ed eco- 
tossicologiche, in relazione alla direttiva della Commissione n. 87/302. 


Art. 3. 
Il presente decreto si applica: 
per ie sostanze dell'allegato I contraddistinte dal contrassegno (**) a partire dal 1° luglio 1990; 
per tutte le altre sostanze dell’allegato I, a partire dalla data di pubblicazione del presente decreto. 
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Per le sostanze ricomprese nell'allegato I, il termine di cui all’ultimo comma dell’art. 6 della legge 29 maggio 1974, 
n. 256, concernente lo smaltimento delle sostanze già immesse sul mercato, è fissato: 


ad un anno dalla data di applicazione del presente decreto, limitatamente alle sostanze contraddistinte dal 
contrassegno (*); 


al 1° Iuglio 1991, limitatamente alle sostanze contraddistinte dal contrassegno (**). 


Art. 4. 


Jl presente decreto sarà pubblicato nella Gazzesia Ufficiale della Repubblica italiana. 
Roma, addì 20 dicembre 1989 
II Ministro della sanità 


DE Lorenzo 


Il Ministro dell'interno 
GAVA 


Il Ministro dell'industria, del commercio e dell'artigianato 
BATTAGLIA 


Il Ministro del lavoro e della previdenza sociale 
DonaTt CATTIN 
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ALLEGATO I 


ELENCO DELLE SOSTANZE PERICOLOSE 


Prefazione 


Per consentire un'agevole consultazione dell’elenco delle sostanze pericolose, queste sono state sistemate in ordine alfabetico 
affiancando loro un numero d'ordine progressivo indicato nella prima colonna dell'allegato. 


Qualora per una stessa sostanza sono riprese nell’elenco due o più denominazioni, solo in corrispondenza di una di esse sono 
riportate le indicazioni complete relative alla numerazione CEE, al numero CAS, alla classificazione e all’etichettatura, mentre 
l’altra o le altre si limitano. ad un rinvio alla denominazione assunta come voce principale. 


Nel caso di miscele, queste sono riportate nell’elenco sotto le singole sostanze, in modo che si possa giungere ad esse miscele a 
partire da qualsiasi componente. 


La numerazione delle sostanze (N. CEE), riportata nella quinta colonna dell’allegato, è stata concepita per consentire 


aggiornamenti periodici aell’allegato I, senza apportare rilevanti modifiche alla sua presentazione. Essa è basata sull'impiego di una 
sequenza cifrata del tipo: ABC-RST-VW-Y in cui: 


ABC rappresenta il numero atomico dell'elemento chimico più caratteristico preceduto da uno o due zeri per completare la 
sottosequenza, sia il numero convenzionale della classificazione prescelta per le sostanze organiche; 


RST rappresenta il numero progressivo delle sostanze considerate nella soltosequenza ABC; 
VW rappresenta, per la sostanza così definita, una delie forme in cui viene prodotta e/o immessa sul mercato; 


Y rappresenta la cifra di controllo (check-digit) di tutta la precedente sequenza calcolata secondo il metodo utilizzato da 
ISBN (International Standard Book Number). 


ABC-RST-VW-Y 
n. 017-005-00-9 


Il numero CAS (Chemical Abstract Service), riportato nella quarta colonna, permette d’identificare la sostanza. Le indicazioni 
che riguardano la classificazione o l’etichettatura della sostanza sono le seguenti: 


a) il o i simboli ove previsti e l'indicazione di pericolo attribuiti in base all'allegato If (sesta colonna dell'allegato); 


b) una serie di cifre precedute dalla R che indica la natura dei rischi particolari di cui all'allegato III (settima colonna 
dell'allegato); 


c) una serie di cifre precedute dalla lettera S che indica i consigli di prudenza dì cui all'allegato IV (ottava colonna 
dell'allegato). 


Le cifre che seguono le lettere R e S sano separate o da un trattino orizzontale o da una barra obliqua, che hanno il seguente 
significato: 


trattino orizzontale: enunciazione separata dei rischi particolari (R) o dei consigli di prudenza {S); 


barra obliqua: enunciazione combinata possibile in una sola frase dei rischi particolari (R) o dei consigli di prudenza (S). 


Le enunciazioni singole o combinate dei rischi particolari (R) figurano nell’aliegato III e quelle dei consigli di prudenza (S) 
nell'allegato IV. 


Per poter esprimere i requisiti di classificazione ed etichettatura in forma tabulare si è fatto ricorso, nel presente allegato per i 
simboli di pericolo, ad indicazioni sintetiche del tipo «T +» 0 «T» per le sostanze tossiche, «C» per le corrosive, «F-+» o «F» per le 
infiammabili, «E» per le esplosive, «O» per le comburenti, «Xm per le nocive, «Xi» per le irritanti, mentre per le frasi di rischio (R) 
ed i consigli di prudenza (S) sono stati riportati i rispettivi numeri d’ordine. 


Sull’etichetta però, dovranno figurare il simbolo o i simboli rappresentati dalle illustrazioni e seguiti dall'indicazione di pericolo 
così come essi figurano negli allegati III e IV. 


“lita 
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Si segnala infine, che nei casi spccifici costituiti dai composti del cadmio c dai composti di antimonio il consiglio di prudenza $ 
22 si applica solo nei casi appropriati. Inoltre, nel caso specifico del sodio e del potassio il consiglio di prudenza S 5 non è richesto 
qualora venga utilizzato altro imballaggio di sicurezza. 


Per snellire al massimo la formulazione delle sostanze di questo allegato sono state utilizzate diverse note di portata gencrale 
(nona colonna) di cui si riportano di seguito i testi esplicativi: 
Nota A. 


Il nome della sostanza deve figurare sull’elichelta sotto la denominazione, o una delle denominazioni, qualora né sia indicata 
piu d’una, di cui all'allegato I. Nell'allegato I, quando le sostanze di struttura analoga presentano gli stessi pericoli, è stata talvolta 
uulizzata la denominazione generale del tipo: «composti di...» 0 «sale di...». In tal caso, il fabbricante o qualsiasi persona che 
immette tale sostanza sul mercato è tenuta a precisare sull'etichetta il nome chimico corrispondente alla formula chimica: 


Esempio: 
Per B Cl: cloruro di berillio. 


Nota 4. 


Talune sostanze (caso degli acidi, delle basi..., ecc.) vengono immesse sul mercato in soluzione acquosa a concentrazioni varie e 
necessitano dunque di un’etichettatura diversa poiché presentano rischi diversi. Nell’allegato I, viene utilizzata una denominazione 
generale del tipo: 


«acido nitrico...» 


In tal caso, il fabbricante o qualsiasi altra persona che introduca tule sostanza nel mercato deve indicare sulla etichetta la 
concentrazione della soluzione in %. 


Esempio: 
«acido nitrico 45%» 
L'espressione di % viene sempre intesa peso/peso salvo alira espressa specificazione. L’utilizzazione di altri dati (ad csempio, 
peso specifico, grado Beaumé...) o di frasi descrittive (ad esempio, concentrato, fumante, glaciale) può essere tollerata. 
Nota C. 


Le sostanze organiche sono immesse sul mercato sia sotto forma isomerica ben definita, sia sotto forma di miscela di più 
ISOMETI. 


Pertanto, nell'allegato I viene utilizzata una denominazione generale del tipo: 
«Xilene» 
In tal caso, il fabbricante o qualsiasi altra persona che immette tale sostanza-sul mercato, deve specificare sull'etichetta che si 
tratta di un isomero ben definito o di una miscela di isomeri. 
Esempi: 
a) xilene orto; 
b) xilene (miscela di isomeri). 


Nota D. 


Talune sostanze che sono suscettibili di polimerizzarsi o di decomporsi spontaneamente si riscontrano generalmente sul mercato 
sotto forma stabilizzata. È sotto questa forma che esse sono elencate nell'allegato 1. 


Tuttavia tali sostanze sono a volte immesse sul mercato sotto forma non stabilizzata. In questo caso, il fabbricante o qualsiasi 
altra persona che immette tali sostanze sul mercato deve specificare sull'etichetta il nome della sostanza seguito dalla dicitura: «non 
stabilizzata». 


Esempio: 
Acido metacrilico (non stabilizzato). 


«Per quanto riguarda in particolare i sali (indipendentemente dalla denominazione utilizzata nell'allegato 1) essi sono presi im 
considerazione sia nella forma anidra sia nella forma idrata, a meno che non venga espressamente specificato il contrario». 


fi - SE 
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Nota £; 
Per sostanze che figurano nella nota £, Ic frasi R20, R21,'/R22, R23, R24, R25, R26, R27c R28ce tutte le combinazioni di queste 
frasi di rischio devono essere precedute dalla parola «anche». 


Esempi: 
R23 Anche tossicò per inalazione; 
R27/28: Anche altamente tossico a contatto con fa pelle c per ingestione. 


Nota £; 

Questa sostanza può contenere stabilizzanti. Sc lo stabilizzante modifica le caratteristiche di pericolosità della sostanza, quali 
spevifivate dall'etichetta prevista conformemente all'allegato 1, l'etichetta deve essere predisposta secondo le: regole per 
Tetichetlatura dei preparati pericolosi. 


2 - Libreria - S.0.G.L n.38 


15-2-1990 


Numero SOSTANZA Rif. CAS n. N. CEE 
d'ordine sost. Simb. R 5 Note 
1 Acephate 015-079-00-7 Xn 20/21/22 2-13 
2 Acetaldeide 75-02-0 605-003-00-6 F+Xn 12-36/37-40 16-33-36/37 
Acetale n. 416 
3 Acetile cloruro 75-36-5 607-611-09-5 F-C 11-14-34 9-16-2$ 
4 Acetilene 601-015-00-0 F 5-6-12 9-16-33 
Acetoncianidrina n. 287 
5 Acetone 67-64-1 606-001-00-8 F 1ì 9-16-23-33 
€ Acetonitrile 75-05-8 608-001-3 F-T il-23/24/25 16-27-44 
? Acido scetico conc.compresa tra 25% e 607-602-01-3 (€ 34 2-23-26 8 
90% 
8 ‘Acido acetico conc. sup. a 90% 64-19-? $07-002-00-6 € 10-35 2-23-25 8 
9 Acido acrilico 79-10-7 807-061-00-8 € 10-24 26-36 D 
10 Acido adipico 124-04-9 607-144-00-9 Xi 36 
}1 Acido 3-amira-benzenso] fonico 121-47-1 612-013-00-4 Xn 20/21/22 25-28 
12 Acido 4-amino-benzensolfonico 121-57-3 612-014-00-X Xn 20/21/22 25-28 
13 Acido bromidrico anidro 10035-10-6  035-002-00-0 C 35-37 7/9-28-44 
14 Acido bromid“ico conc. sup. a 40% 035-002-01-8 € 34-37 2/9-26 B 
15 Acida bromoacetico 607-065-00-X T 23/24/25-35 36/37/39 
18 Acido butirrico 107-92-6 607-135-00-X € 34 28-36 
17 Acido cianidrico 74-90-68 006-006-00-X F-T 12-26/27/28 7/9-13-16-45 
18 Acido cianidrico sali, ad esclusione dei 006-007-00-5 T 26/27/28-32 1/2-7-28-29-45 A 
cianuri complessi come ferrocianuri e fe 
rricianuri e ossicianuro di Hg 
î9 Acido cloridrico anidro 7647-01-0 D17-002-00-2 € 35-37 7/9-26-44 
20 Acido cîoridrico conc.compresa tra 10% e 017-002-02-7 Xi 36/38 2-28 -8 
25% 
21 Acido cloridrica conc. sup. a 25% 017-002-01-X € 34-37 2-26 8 
Acido 4-cloro-fenossiacetico n. 315 
Acido (4-cloro-2-metii-fenossi)-acetico .n. 659 
Acido 4-(4-cloro-2-metiî-fenossi}-butir n. 861 
rico 
Acido 2-{4-cloro-2-metil-fenassi}-pro n. 664 
pionico 
22 Acido 2-cloropropionico 598-79-? 607-139-00-1 € 22-35 23-26-28-36 
Acido cìorosolfonico n. 289 
23 Acido dicloroascetico 79-43-6 807-066-00-5 © 35 26 
Acido (2,4-dicloro-fenossi)-acetico n. 331 
Acido 4-{2,4-diclorofenossi)-butirrico n, 334 
Acido 2-(2,4-diciorofanossi)-propionico n. 397 
24 Acido diclorocisocianurico 2782-57-2 613-029-00-4 0-Xn 8&-22-31-36/37 8-26-41 
25 Acido diclorsisacianurico sali di sodio 613-030-C0-X 0-Xn 8-22-312-36/37 8-28-41 
e di potassio 
Acido (3,6-dictaro-2-metossi)-benzoico n. 365 
28 Acido flueborico conc. sup. a 25% 18872-11-0 009-010-00-x € 34 26-27 8 
27 Acido flvoridrico....X 7664-39-3 009-093-00-1 T-C 286/27/28-35 759-26-36/37-45 B 
28 Acido fluoridrico anfdro 22057-09-3 002-002-90-6 T-C 28/2//28-35 7/9-26-36/37-45 
29 Acido fluorasalfonico 7189-21-1 018-018-00-7 £ 0-35 26 
30 Acido fluasilicico conc. sup. a 25% 18981-33-4 099-011-00-5 € 34 26-27 B 
31 Acido formicn conc.tompresa tra 25% è $4-18-8 807-001-01-8 € 3a 2-23-26 8 
90% 
32? Acidò farmico cene. sup. a 90% 54-18-6 607-001-G0-0 C 35 2-23-26 (:) 
33 Acido fosferico conc.compresa tra 10% e 913-G11-01-3 Xi 36 25 8 
25% 
34 Acido fosforico conc. sup. a 25% 7664-38-2 015-011-00-8 C 34 267 8 
35 Acido fumarico 119-17-8 507-146-09-X Xi 36 26 
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CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


Numero SOSTANZA Rif. CAS n, N. CEE” 
d'ordine sost. Simb. R $ Note 
36 Acido iodidrico anidro 10034-85-2 053-002-00-9 35-37 7/9-26-44 
37 Acido iedidrico conc. sup. a 25% 053-002-0i-6 34 t4:) 
38 Acido iodoacetico 64-69-7 607-068-00-6 26/27/28-35 22-36/37/38-45 
39 Acido isobutirrico 79-31-2 607-063-00-9 21722 
40 Acido maleico 110-16-7 607-095-00-3 22-36/37/38 26-28-37 
41 Acido metacrilico 79-41-4 802-083-00-5 34 15-26 
Acido metanilico n. lt 
42 Acido metansolfonico 75-75-2 607-145-00-4 da 26-36 
Acido 2-matiipropenoico n. 4i 
43 Acido monoclorcacetico 79-11-8 607-003-00-1 23/24/25-35 22-36/37/39 
44 Acido monofluorcacetico 144-49-0 607-081-00-7 28 1/2-20-22-28-45 
45 Acido I-naftilacetico 86-87-3 507-087-00-X 22 24/25 
46 Acido nitrico conc.compresa tra 20% e 007-004-0î-9 35 2-23-26-27 
70% 
47 Acido nitrico conc. sup. a 70% 7697-37-2 007-:004-00-1 8-35 23-26-36 
48 Acido ossalico 144-62-7 607-006-00-8 21/22 2-24/2S 
49 Acido ossalico sali 607-007-00-3 21/22 2-24/25 
$0 Acido peracetico conc. sup. a 10% 79-21-0 607-094-00-8 5-22-34 3-27-3$ 
51 Acido perclorico conc.compresa tra 017-006-01-1 34 23-28-36 
10% e 50% 
52 Acido perclorica conc. sup. a 50% 2601-30-3 017-006-00-4 5-8-35 23-26-36 
Acido picrammico n. 100 
Acido picrico n. 999 
Acido’ picrico sati n. 8lì 
53 Actdo propionico conc.compresa tra 29-09-4 607-089-01-8 36/32/38 2 
10% e 25% 
54 Acido propionico conc. sup. a 25% 79-09-4 607-089-00-0 34 2-23-26 
55 Acido solfammico 5329-14-68 018-028-00-0 36/38 2-26-28 
Acido solfanitico n. 12 
Acido solfidrico n. 620 
56 Acido solfocianico 463-56-9 8ì5-003-00-8 20/21/22-32 2-13 
5? Acido solfocianico sali 615-004-00-3 20/21/72-32 2-13 
58 Acida solforico conc.compresa tra 016-020-01-5 36/38 2-06 
SX e 15% 
59 Acido solforico canc. sup a 1Î5% 7664-93-9 016-020-00-8 35 2-26-30 
Acido stifnico n.1000 
Acido tiecianico n. 56 
60 Acida tioglicolico 68-11-1 607-090-90-6 €3/24/25-34 @- 25-27-28 
61 Acido p-toluensolfonico (contenente non 104-15-4 016-030-00-2 36/37/38 26-37 
pru del 5% di H2504) 
62 Acido p-toluensolfonico (contenente piu 104-15-4 016-029-00-7 34 26-37/39 
del 5% di H2504) 
63 Acido tricloroacetico 76-03-9 $07-004-00-7 35 24/25-26 
Acido (2,3.6-trictorofenil)-acetico n. 260 
Acido 2.4,5-tricloro-fenossi-acetico n. 922° 
Acido 2-(2,4,5-tricloro-fenossi)-propion n. 581 
fco 
Acido triclorcisocianurico n. 975 
64 Acido trifluorcacetico conc.compresa tra 76-05-] 607-091-01-9 25/37/38 23-26 
2% e 10% 
6$ Acido trifluoroacetico conc. sup a 10X 76-05-1 607-991-00-î C 20-35 9-26-27-28 
65 Acido valerianico 109-52-4 607-143-00-3 C 34 25-36 
67 Aconitina 302-27-2 614-008-00-2 T° 26/28 1-24-45 
68 Aconittna sali 614-009-00-8 7 26/28 1-24-45 


15-2-1990 


roca 


Numero 


d ordine 


69 
20 


ùi 


UA 


73 


74 


75 


76 


77 
78 
79 
80 
8ì 


SOSTANZA 


Acqua ossigenata conc.compresa tra 20% 
e 60% 

Acqua ossigenata conc. sup a box 
Acrilamide 

Acrilati esclusi quelli espressamente 
indicati in questo allegato 
Acrilonitrile 


Acroleina 

Alcoo] allilico 

Alcool amilico eccetto alcool amilico 
terziario 

Alcoo] amilico terziario 

Alcoo] benziiico 

Alcool ‘terz-butilico 

Alcool 
ilico 
Alcool 
Alcoo] 
Alc001 
Alcool 
Alcoo] 
Alcool 


etilico 

furfurilico 

isopropilico e alcool propilica 
metilamilico 

metilico 

gropargitico 

Alcz0] propilico e alcooì isopropilico 
Alcoo) tetraidrofurfurilico 

Aldeide acrilica 

Aldeide benzoica 

Aldeide butirrica 

Aldeide formica conc. sup. o uguale a 
25% 


Aldeide formica conc. sup. 0 uguale a 1% 


e inferiore a 5% 


Aldeide formica conc. sup. 0 uguale a 5% 


e inferiore a 25X 
Aldeide 2-furilica 
Aldeide propionica 
Aldicarb 

Ajdrin 

Alletrina 

AT idochlor 
ATTilamina 

Allile cloruro 
AÎlite ioduro 
Allil-glicidil-etere 


3-A71i1-2-meti)-4-0sso-ciclopent-2-en-1- 
ile (+/-)-2,2-dimeti?-(2-metil-propen-1- 


{1}-3-ciclopropancarbossilato 
1-All1lossi-2,3-epossipropano 
Alluminio - alchili 

Alluminio cloruro anidro 
Alluminio fosfuro 

Alluminio isopropilato 
Alluminio polvere (piroforica) 
Alluminio polvere (stabilizzata) 


Ametrin 


butilico, eccetto alcpoì terz-but 


Rif, 
sost. 


n. 


= 


618 


. 619 


. 857 


59$ 


. 850 


» 309 


830 
82 
78 


CAS n. 


79-06-1 


107-13-1 


30899-19-5 


100-S1-6 


98-00-0 


123-72-8 


98-01-1 
116-06-3 
309-00-2 
594-79-2 
93-71-0 
107-11-9 


106-92-3 


20859-73-8 
7429-30-5 


834-12-8 


sa 


N. CEE 


616-003-00-0 
607-133-00-9 


608-003-00-4 


803-006-00-7 


603-057-00-5 


603-018-00-2 


605-008-00-2 


605-010-00-4 


006-017-00-X 
602-048-00-3 
008-025-00-3 
616-004-00-6 
612-046-00-4 


603-038-00-1 
013-004-00-2 
013-003-00-7 
D15-004-00-8 
603-042-00-3 
013-001-00-0 
013-002-00-1 
613-010-00-0 
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Simb. 


Xn 


Xn 


Xn 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


23/24/25-33 
36/37/38 


45-11-23/24/25- 


20/21/22 


li 


23/25 


26/27/28 
24/25-40-48 
20/21/22 


‘20/21/22-36/38 


11-23/24/25 


20-43 
14-17-34 
34 
15/29-28 
ui 

15-17 
10-15 


29/22 


$ 


27-44 
26-28 


53- 18-27-44 


24/25 


26 


9-29-33 


24/25-44 


1-13-28-45 
22-36/37-44 
2-13 

2-13 
9-16-23/25-44 


24/25 

16-43 
7/8-28 
1/2-22-43-45 
8-16 

7/8-43 
2/8-43 

è-13 


. Serie generale - n. 38 


Note 
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Serie generale - n. 38 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


Numero SOSTANZA Rif. CAS n. N. CEE 
d'ordine sost. Sind. R $ Note 
20 Amidithion 919-76-6 015-080-00-2 Xn 20/21/22 2-13 
91 Amile acetato 628-63-7 607-130-00-2 10 23 c 
Antle cloruro n. 742 
92 Amile formiato 638-49-3 607-018-00-3 10 € 
93 Amile propionato 624-54-4 607-131-00-8 10 23 Cc 
94 2-Aminobenzidina 612-045-00-9 Xn 20/21/22 22-36 
95 4-Aminobifenile 92-67-1 612-072-00-6 T 45-22 53-44 E 
96 4-Aminobifemla sali 612-073-00-1 T 45-22 53-44 AE 
97 2-Aminobutano £12-052-00-7 F-Xi 11-36/37/38 13-16-29 
98 Aminocarb 2032-59-9 006-018-00-5 T 23/24/25 2-13-44 
93 4-Amino-N,N-dietilanilina 93-05-0 612-080-00-X. T 25-34 26-36-44 
100 2-Aminu-4,6-dinitrofenolo 96-91-3 612-034-00-3 E-Xn 1-20/21/22 35 
101 2-Aminoetanolo 141-43-5 603-030-00-8 Xi 20-38/37/38 
102 2-Aminceti îdimetilemina 108 DAI 612-075-00-2 FC 11-21/22:38 16--23-26-28-36 
5-Azing-3-fenil-1-bis(dimetilamino}-fosf n. 359 
ori1-1H-1,2,4,triazolo 
103 Aminofenolo 612-033-00-3 Xn 20/21/22 28 c 
194 2-Amino-2-metiipropanota 124-68-5 603-070-00-6 Xi 36/38 
105 3-Aminometil-3,5,5-trimetilecicIcesi] 2855-15-2 617-067-00-9 (€ 21/22-34-43 26-36/37/39 
armina 
106 2-Amino-propano 25-31-09 812-0072-00-i  F-Xi 12-26/37/38 16-26-29 
107 1-Amfnopropan-2-alo 76-96-68 605-0982-00-1 C 34 23-28-36 
3-Amino-1,2,4-1H-triazolo n. 108 
{* } 108 Anitralo 6i-82-5 613-021-00-6 Xn 22-40-45 36+ 37 
109 Anmoniaca anidra 2664-41-? 007-001-00-5 T 10-23 2/9-15-38 
110 Ammoniaca snluzione conc.compresa tra 10 007-001-02-X Xi 36/37/38 2-28 B 
X e 35% 
111 Ammoniaca soluzione conc. sup. a 35% 607-001-01-2 € 34-38/37/38 7-26 B 
112 Ammonio bicromato 7789-09-5 024-003-00-1 E-Xi 1-8-36/37/38-43 28-25 
113 Amnonio bifiuorero 009-009-00-4 CU 25-34 22-26-37 
114  Ammonio cioruro 12)25-02-9  017-014-00-8 Xn 22-36 22 
115 Ammonio fluoruro 17125-01-8 009-008-02-8 T 23/04/25 1/2-28-44 
Ammonio idressido conc.corpresa tra 10% n. 110 
e 35% 
Ammonio idrossido conc. sup. a 35% n. ili 
(**) 116 Anmonio perclorato 7720-98-9 017-009-00-0 0 9-44 14-16-27-36/57 
117 Amnonio polisolfuri 016-008-00-2 € 31-34 26 
118 Anidride acetica 108-24-7 607-008-00-9 € 10-34 26 
119: Anidride i.2,4-benzentricarbossilica 552-30-7 607-097-00-4 Xi 36/37/38-42 22-28 
120 Anidride 1,2-cicloesandicarbossilica 85-42-? 607-102-00-X Xi 38/37/38 23-39 
Anidride 4-ciclossen-1,2-dicarbossilica n. 130 
Anidride clorendica n. 122 
Anidride cromics n. 321 
121 Anidride endo-cis-biciclo{2,2,1)-5-epten 129-64-6 6072-105-00-6 Xi 36/37/38 39. 
-2,3-dicarbossilica 
122 Anidride 1,4,5,6.7.7-esaclorobicicio(2,2 115-27-5 607-1061-00-4 Xi 36/37/38 25 
,1)-S-epten-2,3-dicarbossilica 
Anidride esaidroftalica n. 120 
123 Anidride fosforica 1314-56-3 015-013-00-0 35 22-26 
124 Anidride ftalica BS-44-9 607-009-00-4 Xf 36/37/38 
125 Anidride malsica 108-31-6 607-096-00-3 Ki 22-36/37/38-42 22-28-39 
126 Anidride l-metiì-5-norbornen-2,3-dicarLo 25134-21-8  607-106-00-1 Xn 22-36/37/38-42 39 c 
ssilica 
12? Anidride propionica 123-62-6 697-010-00-X CC 34 26 
128 Anidride solforosa 7446-03-5 016-011-00-9 T 23-36/37 7/9-44 


sd 
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Serie generale - n. 38 


———_tt=<rxrt-==—_=====—=—-=-w=—_—_—=____.—--reerT== rw} === reno re 


Numero 


d'ordine 


(*) 


(1*) 


129 
130 


131 
132 


133 


134 
135 
136 
137 
138 
139 
140 
14i 


142 
143 
144 
145 
146 
147 
148 


149 
150 
151 
152 


153 
154 
155 
156 
157 
158 


159 
160 
161 
162 
1863 


164 


165 
186 
167 
168 


SOSTANZA 


Anidride succinica 

Anidride tetraidroftalica 

Anidride trimellitica 

Anidride vanadica 

Anilina 

Anilina sali 

c-Anisidina e p-anisidina 

Antimonio composti esclusi triossido(Sb2 
03),tetraossido{$b204),pentaossido($b205 
).trisolfuro($b253),pentaso]furo(Sb255)} 
e que)li espressamente indicati in 
questo allegato. 

Antimonio pentacloruro 

Antimonio tricloruro 

Antimonio triffuoruro 

Antu 

Argento nitrato 

Aria liquida 

Arsenico 

Arsenico composti.,esclusi quelli espress 
amente indicati in questo allegato 
Arsenico triossido 

Atropina 

Atropina sali 

Azaconazolo 

4-Azaeptan-1,2-diamina 

3-Azapentan-i 5-diamina 

Azinphos-etile 

Azinphos-metile 

Aziridina 

Azobenzene 

Azossibenzene 

Azotosta 

Azoto biossido 

Azoto tetrossido 

Barban 

Bario clorato 

Bario perclorato 

Baria perossido 

Bario polisolfuri 

Bario sali,esciuso ii solfato di baric e 
1 sali espressamente indicati in questo 
allegato 

Bario solfura 

Benquinox 

Sensulide 

Bentazon 

Benza]ldeide 

Benzale cloruro 

Benzene 


Benzidina 
Benzidina sali 
Benzilamina 
Banzildimetilamina 


n. 119 
n.1008 


n. 23ì 


n. 356 


n. 555 


n. 395 


62-53-3 


7647-16-9 
10025-91-9 
7783-56-4 
86-83-4 
7761-88-8 


7440-38-2 


51-55-8 
60207-31-0 
56-18-8 
111-40-0 
2642-71:9 
86-50-0 


103-33-3 
495-48-7 


10102-44-0 
10544-72-6 


13477-00-4 


13465-95-7 
1304-29-6 


21109-95-5 
495-73-8 
7A1-58-2 
100-52-? 
721-43-2 


92-87-5 


103-83-3 


— 15 — 


N. CEE 


607-103-09-5 
607-039-00-5 


612-008-00-7 
612-009-00-2 


051-003-00-9 


051-002-00-3 
051-001-09-8 
051-004-00-4 
008-008-00-0 
047-001-00-2 
008-002-00-3 
033-002-00-X 
033-002-00-5 


614-010-00-3 
614-011-00-9 
613-040-00-4 
612-063-00-7 
612-058-00-X 
015-056-C0-1 
015-039-00-9 


611-001-00-6 
611-002-00-ì 
015-082-00-3 
007-002-00-0 


606-020-00-5 
017-003-00-8 
017-007-00-X 
056-001-00-1 
016-003-00-5 
055-002-00-7 


016-002-00-X 
650-006-00-8 
015-083-00-9 
613-012-00-1 
605-012-00-S 


601-020-00-8 


612-042-00-2 
612-070-00-$ 
612-047-00-X 
612-074-00-7 


Simb. 


OO 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


23/24/25-33 
23/24/25-33 


$ flote 


(4) 
25 


28-36/37-44 
28-36/37-44 A 


20/22 22 A 
34-37 26 

34-37 26 

23/24/25 27-26-44 

28-40 25-36/37-45 

s4 2-28 

8-34 21 

23/25 1/2-20/21-28-44 
23/25 1/2-20/21-28-44 A 
26/28 1-25-45 

26/28 1-25-45 A 
22-44 24 

21/22-34-43 @8-36/37/39 
è1/22-34-43 26-36/37/39 
26/27/28 1-13-45 
26/27/28-36/38 11-13-45 

20/22 28 

20/22 28 

20/22 2-13 

26-37 2/9-26-45 

20/21/22 2-13 

9-20/22 13-27 

9-20/22 27 

8720/22 13-27 

31-36/37/38 28 

20/22 28 A 
20/22-31 28 

23/24/25 2-13-44 

20/21/22 ‘2-13 

20/21/22 2-ì3 

22 % 

45-11-23/24/25-  53-16-29-44 E 
43 

45-22 53-44 E 
45-22 53-44 AE 
3 26 

10-20/21-22-34 — 26-36 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 
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Serie generale - n. 38 


ERI rit 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


Numero SOSTANZA Rif. CAS n. #. CEE 
d'ordine sost. Simb. R $ Hate 
169 Fenzile benzoato 120-51-4 $£07-085-00-9 Xn 22 25 
Benzile bromuro n, 201 
170 Benzile cloroformiato 607-064-00-4 (€ 34-37 26 
Benzile cloruro n. 310 
Benzilidene cloruro n. 395 
(**) i71 Benzo[a)antracene 56-55-3 601-033-00-9 7 45 53-44 
(**) 172 Senzo(a}pirene 50-32-8 601-032-00-3 T 45-46-47 53-44 
(**} 173 fBenzo(b)fluorantene 205-99-2 601-034-60-4 T 45 53-44 
174 p-Benzochinane 108-51-4 608-013-00-3 T 23/25-36/37/28 26-28-44 
p-Benzochinossima benzoilidrazone n. 160 
Benzo(d.e.f)crisene n. 172 
Sagzo[e}acefenantri]ene. n. 173 
Benzoguanamina n. 577 
125 Benzoile cloruro GBusf-d 697-012-00-0 € 34 26 
Benzoile perossido n. 359 
(**} 176 Benzo(j)fluorantene 205-82-3 601-035-00-X T 45 53-44 
(**) 177 Benzo(k}fiuarantene 207-08-9 601-036-00-5 T 45 53-44 
Benzolo n, 164 
178 Benzonitrile 100-42-0 608-012-00-3 Xn 21/22 23 
N-(2-Benzotiazoli1}-N°-metilurea n. 179 
Benzotricloruro n. 976 
Benzotri fluoruro n. 988 
179 Benzthiazuroan 0U6-036-00-3 Xn 20/21/22 2-13 
{**) 180 Benzyl violet 48 1694-09-3 650-010-00-X Xn 40 36/37 
18) Berillio 7440-4)-7 004-001-00-7 T 26/27-37-39 26-28-45 
182 Beri}lio compasti, esclusi silicati dop- 004-002-00-2 T 26/227-37-39 26-28-45 A 
pi di alluminio e berillio 
BGE n. 230 
BHC n. 614 
183 Binapacri] 485-31-4 609-024-00-1 T 23/24/25 2-13-44 
184 Bis-4-clorobenzoile perossido 617-011-00-7  E-Xi 3-36/37/38 3/7/9-14-27-34- 
37/39 
0,0-Bis-{4-clorofenile) H-acetimidoil-fo n. 809 
sforamidoticato 
1,1-Bis(4-clorafenil)-etanolo n. 261 
Bis(clorometil)etere n. 788 
{Bis-dimeti]-carbamoi1) disolfuro n. 949 
Bis{N.N-dimetil-ditiocarbarmato]di zinco n.1028 
1,1'-Bis(3,5-dimetit-morfolinocarbo- n. 750 
nil-matil)-4,4'-bipiridilio 
185 1,3-Bis{2,3-epossipropossi)-benzene 101-90-6 603-065-00-9 T 23/24/25-40-43 23-24-44 
186 1,4-Bis(2,3-epossipropossi)-butano 803-072-00-7 Xn 20/21-36/38-43 = 26-28-37/39 
187 2,2-Bis-{4-(2,3-epossipropossi)-fenil)-p 1675-54-3 603-073-00-2 Xi 36/38-43 28-37/39 
ropano 
$-(1,2-fisfetossi-carbonil)-etil}-0,0-dì n. 655 
metil-ditiofosfato 
Bisfenclo-A-epicloridrina, prodotto di n. 847 
reazione. Resine epossidiche (peso molec 
olare medio inferiore o uguale a 700) 
188 Bis(l-idrossicicloesile) perossido 817-010-00-1 E-C 3-35 3/7/9-14-27-34 
37/39 
189 2,5-Bis(idrossimetile)tetraidrofurano 603-062-00-2 Xi 36/37/38 39 
Bis-(metassi-tiocarbonile) disolfuro n. 458 
190 Bis{2,4,6-trinitrofenil)amina -131-73-7 B12+018-00-1 È-T. 2-26/27/28-53 35-36-44 


— 6 — 
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free iii uen=-——_—____—_—_——1gRBÉÈÉ*i-bric-ioom itinere 


Nusero 


d'ordine 


(34) 


19] 


192 
183 
194 
195 
196 
197 
198 


216 


SOSTAN 


ZA Rif. 


sort. 


8i3(2,4,6-trinitrofanil)amina sale di am 


monto 

Ryro tribromuro 

Ssro tricloruro 

buro trifluoruro 

8remo 

Svomobanzene 

Broascetano 

Aromofenozim 
Bromoformio 
Bromophos-etile 
1-Bromppropano 
alfa-3romato]uene 
Bromoxyni ] 

Brucina 

Brucina sali 
1.3-Butadiene 
1.3-Butandiol-diacrilato 
1.4-Butandiol-diacrilato 


Butandio]-glicidiletere . 


Butano 
Butanolo, eccetto alcool 


Butanone 
2-Butanonossima 
2-Butonale 
Butene 


n-Duttiamina 


n. 962 


n. 186 


terz-buttlica 


2-terz-Iutilaminoetiîe metacrilato 
0-{4-terz-Butiî-2-cloro-fenit}-0-meti]-f n. 322 


asforanide 


terz-Duti]-8-cumile perossido 


terz-Buti1-cumi1-perossido 
2-3e0-Buti1-4,6-dinitrofenil-isopropi 


l-carbonato 


2-terz-Butil-4,6-dinitrafenolo 


n-Butile acetato 


n, 216 
n. 488 


n. 475 


sec-Rutila acetato: terz-butile acetato; 


Isobutile acetato 
n-Buttile acrilato 
Butile butirrato 
Butile cloroformiato 
Butila formiato 


n-Butila metacrilato 
Butilene 
terz-Butils perossido 


Butiletilchetone 
n-Butil-glicidil-etere 


n. 213 


n. 54 
n. 230 


CAS n. 


2844-92-0 


10294+-34-5 


° 7837-97 -2 


7728-95-66 
108-88-1 
73-95-4 
23-85-1 


4824-79-6 
195-94-5 


1888-84+5 
357-57-3 


106-99-0 


105-97-8 
71-36-3 
78-92-2 
78-83-1 
78-93-3 
96-29=7 
4170-30-3 
106-98-9 
107-01-7 
115-11-7 
109-73-9 
3775-30-4 


123-88-4 
105-46-4 
540-88-5 
141-32-2 
109-21-7 
592-34-7 
592-84-7 
509-40-2 
762-75-4 
97-88-1 


MENO PES 


N. CEE 


512-613-63-7 


005-203-00-0 
005-002 -d2-5 
005-081-06-X 
035-901-90-5 
€02-850-00-S 
G62-055-06-1 
$05-032-00-5 


915-084-00-5 
692-619-09-5 
&02-057-00-2 
898-008-20-0 


814-008-00-1: 


&14-007-20-7 
801-013-00-X 
607-118-03-7 
607-119-00-2 


601-004-C0-9 
603-0G4-00-6 


606-002-00-3 
616-014-90-0 
605-003-99-9 
69L-C12-09-4 


512-005-00-0 
€07-128-00-1 


617-007-00-5 


697-025-00-1 
807-028-00-7 


€07-062-00-3 
607-031-00-4 
607-138-00-6 
607-017-00-8 
807-033-00-5 


817-001-00-2 


sind. 


MOON dn DOT 


“n 


Xn 


0-% 


Xi 


D-Xi 


LI 


1-26/72722-33 


14-28/28-35 
14-26,25-24 
14-25-35 
23-35 

10-38 
20/23/12 
20/22 


23/26/23 
11-25/29/68 
36537138 
23/84/01 
26/28 
26/28 

13 

21-34-43 
21-24-43 


13 
10-20 


11-33/47 

35-43 
11-23-18/37/33 
13 


11-36/32/38 
3€/39-43 


11-36/37/38 


10 
tei 


10-36/37/38-43 
10 

10-23-34 

ll 
10-36/37/38-43 


11-37/38 


Sorie generato « n. 38 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


$ 


35-35-45 


9-26-24-36-45 
9-25-28-36-45 
9-28-28-36-45 
1/9-26 


28 
2-13 


2-13-64 
1/9-29545 
39 

2-13-44 
1-13-45 
31-13-45 
9-16-33 
26-36,37/23 
28-38/37/39 


9-16-33 
16 


9-16-25-33 
23-24 
29-33-44 
9-18-33 


15-28-29 
15 


3/2/9-14-27- 
37/39. 


16-23-29-33 
$ 


26-36-44 
9-16-33 


3/7/9-14-27-37/ 
39 


Note 


oIo» 


15-2-1990 


Nimero 
d'ordine 


225 
226 


‘027 
228 
229 
230 
231 
232 
233 
234 
235 


236 
237 


238 
239 
240 
241 
242 
243 
244 
245 


246 
24? 
248 
249 


250 

251 
(**) 252 
253 
254 
255 
256 
257 
258 


(* } 259 
260 
261 
262 
263 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 


Serie generale - n. 38 


SOSTANZA 


Butilglico] 

Butilglicol acetato 

Buti ?propionato 
2-Butin-1,4-diolo 
But-2-tn-1,4-diclo 
Butirra}deide 
Butirraldeideossima 
Butirrile cloruro 
n-Butirronitrile 
1-Butossi-2,3-epossipropano 
&Butossietanolo 
2-Mrrussieti] acetato, 
3-Butossi-2-propanolo 
1-(2-Sutossipropossi }-?=propanolo 
Cadmio cianuro 


Cadmio cloruro 

Cadmio composti, esclusi il solfuro(CdS) 
, i1 solfoseleniuro(xCd$ . yCdSe}.i solf 
uri misti di cadmio e zinco(xCdS . yZnS) 
, è sotfuri misti di cadrio e mercurio( 
xCd$ . ytig5) e quelli espressamente indi 
cati in questo allegato. 

Cadmio esafluosilicato 

Cadnio fivuoruro 

Cadmio formiato 

Cadmio ioduro 

Cadmio ossido 

Calcio 

Calcio carburo 

Calcio cloruro 


Calcio cromato 
Calcio fosfuro 
Calcio idruro 
Calcio ipoclorito conc. C) attivo sup. a 
39% 

Calcio polisolfuri 
Calcio solfuro 
Calomelano 
Canfecloro 

Canfene clorurato 
Carbari] 
Carbofenothion 
Carbofuran 
Carbonile cloruro 
Carbonio ossido 
Carbonio solfuro 
Carbonio tetracloruro 
Chinone 
Chlordecone 
Chiorfenac 
Chlarfeneto] 
Chlorfenprop-metile 
Chiorfonium 


n. 622 


n. 252 


n. 933 
n. 1724 


CAS n. 


110-65-6 


110-69-0 
141-75-3 
109-74-0 
2426-08-6 
111-76-2 
112-07-2 


542-83-6 


10108-64-2 


7790-79-6 
4484-23-7 
7790-80-9 
1306-19-0 
7440-70-2 
75-20-7 
10043-52-4 
22691-02-7 
13265-19-0 
1305-99-3 
7789-78-8 
7778-54-3 


20548-54-3 
8001-35-2 
63-25-2 
786-19-6 
1563-77-2 
75-44-5 


630-08-0 
75-15-0 


143-50-0 
85-34-? 


115-78-6 


N. CEE 


. Simb. 


607-029-00-3 
803-076-00-9 
616-013-00-5 


607-136-00-5 
608-005-00-5 


603-039-00-7 Xn 


603-014-00-0 
607-038-00-2 
#03-062-00-8 
603-050-00-7 
048-004-00-1 


048-008-00-3 
048-001-00-5 


048-005-00-? 
048-006-00-2 
048-003-00-6 
048-007-00-8 
048-002-00-0 
020-001-00-X 
008-004-00-9 
017-013-00-2 


024-008-00-9 
01i5-003-00-2 
001-004-00-5 
017-012-00-7 


016-005-00-6 
016-004-00-0 


602-044-00-1 


006-011-00-? 
015-044-00-6 
006-026-00-9 
006-002-00-8 
006-001-00-2 
006-003-00-3 


606-013-00-6. 
607-074-009-9 


603-049-00-1 - 


607-075-00-4 
015-085-00-X 


CLASSIFICAZIONE E0 ETICHETTATURA 


R 


10 
25-34 


22-24-36 
11-34 
10-23/24/25 
20-43 
20/21/22-37 
20/21 

36/38 

21/22 


26/27/28-32-33- 


40 
45-23/25-48 
20/21/22 


23/25-33-40 
23/25-33-40 
23/25-33-40 
23/25-33-40 
23/25-33-40 
15 
15 
36 


45-22 
15/29-28 . 
15 
8-31-34 


31-36/37/38 
31-36/37/38 


21-25-37/38-40 


20/22-37 
23/24/25 
26/28 

26 

12-23 
12-26 


24/25-40 
20/21/22 
20/21/22 
20/22 

23/24/25 


$ 


22-36-44 


23-36-44 
16-23-26-36 
“ 

24/25 

24/25 

24 


1/2-7-28-29-45 


53-44 
22 


2-44 
22-44 
20-48 
22-44 
22-44 
8-24/25-43 
8-43 

22-24 


53-44 
1/2-22-43-45 
7/8-24/25-43 
2-28-43 


28 
8 


36/37-44 


2-13 

2-13-44 
1-13-45 
7/9-24/25-45 
7-16 
27-29-33-43-45 


22-36/37-44 
2-13 

2-13 

2-13 
2-13-44 


flote 


15-2-19%) 


Numero 
d'ordine 


264 
265 


266 
267 
- 268 


289 
279 
271 
272 
273 


274 


275 
276 
277 
278 
279 
280 
281 
282 
293 
284 
(* ) 285 
{(* ) 286 
{* ) 287 


288 
289 
290 
291 
292 


293 


294 


295 
296 
297 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 


SOSTANZA 


Chlortion 
Cianamide 


0-{4-Cianofeni1)-0,0-dimetil-tiofosfato n. 330 


Cianogeno 
2-Clan-prepan-2-0]0 
Ciantoato 
Cianurile cloruro 
Ciclohutan-1,3-dions 
Cicloesano 
Cicloesanglo 
Cicloesanone 
Ciclossilamina 
2-Cicloesi)-4,6-dinitrafanoto 
Ciclnesile acrilato 
3rCiclorotti]l-1,i° dimeti urea 
Ciclopentano 
Ciclapentanone 
Ciclopropano 
Cicluron 
Ciexatin 
Cinerina f 
Cinerina II 
Cloralio idrato 
Cloralose 
Cloramina T (sale sodica) 
Clerdano 
Clordimeform 
Clordimeform, cloridrato - 
Clorfenamidina 
Ciorfenvinfos 
Cloridrina etilenica 
Cioridrina solforica 
Cloro 
Cloroacetilcloruro 
Cloroacetonitrile 
2-Cloroallile dietilditiocarbarmato 
Clorganilina mono- 

di- 

tri- 
2-Clorobenzaldeide 
o-Clorobenza?dside 
Clorobenzola: 
2-Clorobenzonitrile 
2-Cloro-1,3-butadiene 
1-Clorobutano 
{4-Cloro-tut-2-in11)-R-{3-cloro=fani1)- 
carbammato . 
p-Cloro-m-cresolo 


0-{2-Cloro-i-{2,4-dicloro-fenii}-vini})- 


0,0-dietitfosfato 


n. 977 


n. 


n. 


n, 


(2-Clors-3-dietitamino-i-meti)-3-osso-pr n. 


op-i-enil)-dimetil-fosfata 


2-Cloro-4-dinetilamino-6-metil-pirimidi- n. 


278 


. 288 


» 299 


. 924 


+. 294 
+. 740 


500-28-7 
420-04-2 


460-19-5 
75-86-5 


15506-53-3 
1i0-82-7 
108-93-0 
108-94-3 
108-91-8 


3088-71-5 


287-92-3 
120-92-3 
75-19-4 
2163-69-1 


97-12-1 
121-20-0 


14798-36-8 


57-74-39 
6164-98-3. 
19750-95-9 


470-90-8 


7790-94-5 
7782-50-85 
79-04-9 


27134-25-5 
27134-27-6 
18487-39-3 
89-98-5 


873-32-5 
31900-55-? 


N. CEE 


015-042-00-5 
615-013-G0-2 


608-011-00-8 
608-004-00-X 
015-070-00-8 


60S-008-00-6 
601-017-00-1 
893-009-00-3 
608-010-00-7 
812-050-00-6 


607-118-00-6 


601-030-00-2 
606-025-00-9 
601-015-00-6 
006-027-00-4 
050-002-00-0 
613-025-00-2 
613-026-00-8 
695-014-00-8 
605-013-00-0 
616-010-00-9 
602-047-00-8 
650-007-00-3 
650-009-00-4 


015-071-00-3 
016-017-00-1 
012-001-00-7 
607-080-00-1 
608-008-00-1 


€12-019-00-8 


605-011-00-X 


608-013-00-9 
602-036-00-8 
602-052-90-53 


Simb. 


9 +0 


Xn: 
FeXn 


Pra 


la 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


20/21/22 
25-36/38-43 


11-23 
26/27/28 
26/27/08 


il 

1 
20/22-37/38 
10-20 
10-21/22-34 


- 37/39 


tI 
10-36/38 
13 
20/21/22 
20/21/22 
20/21/22 
20/21/22 
25-36/38 
20/22 
36/37/38 
21/22-40 
21/22-40 
22-40 


26/27/28 
14-35-37 
23-36/37/38 
34-37 
23/24/25 


03/24/25-33 


34 


21/22-36 
12-20 
ll 


$ 


2-13 
3-22-36-44 


23-44 
7/9-22-45 
31-13-45 


9-16-33 
9-16-33 
24/25 
28 
36/97/38 


9-16-29-33 
23 

9-16-33 
2-13 

2-13 

2-13 

2-13 

25-44 
2-16-24/25-28 
@-7-15 
36/37 
22-36/37 
22-36/37 


1-13-28-45 
26 

7/9-44 
9-26 

di 


28-36/37-44 


28. 


23 
$-16-29-33 
9-18-28 


Serie generale - n. 38 


Note 


15-2-1990 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38 
doi r— ——rr gi: 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


Numero SOSTANZA Rif. CASN. N. CEE 
d'ordine sosî. $Simb. R s Note 
298 1-Cloro-2,3-epossipropano 106-89-8 603-026-00-6 T 45-10-23/24/25- 53-39-44 E 
34-43 
299 2-Clorcetanolo 102-07-3 603-028-00-7 T 26/27/28 7/9-28-45 
2-(4-Cloro-b-etitamino-1,3.5-triazin- n. 329 
2-i1}amino-2-meti}-propionitrile 
Cloroetilene n.1011 
{2-Clorvetii)-trimetilanmonio n, 301 
0-(4-(4-Clorofenilazo)-feni]}-0,0-dimeti n. 15Ì 
I-tiofosfato 
{4-Clorofenit)-benzenso]fonato n. 583 
3-(4-Ciorofeni}}-1,1-dimetilurea n. 748 
2-(2»(4-Cloro-fenil-2-fenil)-acetil)-in- n. 311 
dan-1,8-dione 
4-(2-Cloro-fenilidrazana}:3-meti1-48-SFi 'h. 495 
sossazalone 
N°-(4-Clorofenil)-N-metossi-N-metilurea n. 748 
3-{1-(4-Cloro-feni1)-3-osso-buti1}-4-idr n. 323 
ossi-cumarina 
360 Clorofenolo 604-008-00-0 Xn 20/21/22 2-28 c 
Cloroformio n, 970 
$-{{2-Cloro-1-ftalimido}etil)-0.0-diet n. 348 
il-ditiofosfato 
301 Cloromeqguat 999-81-5 007-003-00-6 Xn 20/21/22 2-13 A 
(**) 302 Clorometano 74-87-3 802-001-00-7  F-Xn 13-20-40-48 9-16-33 
302 4-Cloro-3-metilfenalo 59-50-7 604-014-00-3 Xn 21/22-38 26-28 
Clorometil (metil) etere n. 304 
304 Clorometi? (metil) ossido 102-30-2 803-075-00-3 F-T  45-11-20/21/22  53-9-16-44 E 
305 3-Cloro-2-metil-1-propene 513-42-3 602-032-00-8 F-Xn 11-20 9-16-29-33 
N°-(3-Cloro-4-metossi-fenil)-N.N-dimetil n. 737 
urea 
306 Cloronitroanilina 610-006-20-0 T 26/27/28-33 28-36/37-45 € 
307 i-Cloro-4-nitroberzene 100-00-5 €10-009-00-5 1 23/24/25-33 28-37-44 
p-Cloronitrobenzolo n, 307 
0-(3-Cloro-4-nitro-feni])-0,0-dimetiltio n. 264 
fosfato 
0-(4-Cloro-3-nitro-feni1)-0.0-dimetiltio n. 810 
fosfato 
368 1-Cloro-1-nitropropano 600-25-9 610-007-00-6 Xn 20/22 
Cloropicrina n. 972 
Cloroprene- n. 296 
309 3-Cloropropene 107-05-ì 802-029-00-X F-T 11-26 16-29-33-45 D 
310 aifa-Clorotoluene 100-43-7 602-037-00-3 Xi . 36/37/38 39 
311 Clorphacinone 606-014-00-9 T 26/22/28 1-13-44 
312 Clorpirifos 2521-88-2  015-084-00-4 T 23/24/25 2-13-44 
313 Clortiamid 1918-13-4 616-005-00-1 Xn 20/21/22 2-13 
Cloruro rameoso n. 870 
314 Colchicina 64-86-8 .614-005-00-6 T. 26/28 1-13-45 
315 4-CPA 122-88-3 607-073-00-3 Xn 20/21/22 2-13 
Cresile giicicdile etere n. 509 
316 Cresolo 1319-77-3 604-004-00-3 T 24/25-34 2-28-44 c 
317 Crimidina 535-89-7 613-004-00-8 7 26/27/28 1-13-45 
(* ) 318 Cromato di piombo 7758-97-6 082-004-00-2 Xn 33-40 22 
Cromile cloruro n. 320 
(**) 359 Cramo(III) cromato 24613-89-6  024-010-00-X 0-T  45-8-35-43 53-44 
320 Cromo ossicloruro 7791-14-2 024-005-00-2 0-C 8-35 7/8-22-28 


15-2-1990 


Numero 
d'ordine 


321 


322 
323 
324 
325 
328 


32? 


328 
329 
330 
331 
{1*) 332 
333 
334 
335 


(* ) 336 


337 
338 
339 
340 
341 
342 
343 
344 
345 


346 
347 


348 
(* ) 349 


350 
351 


352 


353 
354 


355 


(* ) 356 
357 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 


SOSTANZA Rif. CAS n. 
sost. 

Cromo triossido 1333-82-0 
Crotonaldeide n. 212 
Crufomato 299-B6-5 
Cumacloro 81-82-3 
Cumafuril 
Cumaphos 56-72-4 
Cumatetrali] 5836-29-3 
Cumene n. 858 
Cumene idroperossido 
Cumitoato 572-48-5 
Cyanazine 
Cyanophos 2636-26-2 
2,4-0 94-75-7 
Dapsone 80-08-0 
Dazomet 533-74-4 
2.4-08 
2,4-08 sali 
DOT 50-29-3 
Decacloropentaciclo (5.2.1.0(2,6).0(3,9) n. 259 
-0(5,8}}decan-4-one 
Decarbofurano 
Demeton-0 8000-97-3 
Demeton-0-metile 867-27-6 
Dameton-S-metile 919-86-6 
Demeton-S-metilsolfone 
Demeton-S 128-75-0 
Desmetrin 1014-69-3 
2,4-0 esteri e sali 
N,N°-Diacetilbenzidina 
Diacetonalcoo] n. 625 
Diacetonaîcoo], tecnico 123-42-2 
Diacriîato di 2,2-dimetilpropan-1,3-prop 
andiolo 
Dialifos 
Diallate 2303-16-4 
N,H-Dialitlctoracetamide n. 80 
Diallile ftalato 131-17-9 
4,4"-Diaminobi fenile n. 165 
4,4"-Diaminodi feni metano 
4,4'-Diaminodi feni]sulfone n. 332 
1,2-0iaminoetano 102-15-3 
$-((4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-11)-meti n. 666 
1)-0,0-dimeti?-ditiofosfato 
Dianidride 1,2,4,5-benzentetracarbossi] 89-32-7 
ica 
Dianicdride 3,3',4,4'-benzofenontetracarb 2421-28-5 
ossilica 
Dianidride 1,2,3.4-ciclopentantetracarbo 
ssilica 
Dianidride piromellitica n. 353 
o-Dianisidina n. 455 
o-Dianisidina sali n. 456 
Diarsenico triossido 1327-53-3 
3,6-Diazaottan-1,8-diamina 112-24-3 


AI 


N. CÉE 


024-001-00-0 


G15-074-00-X 
607-057-00-6 
607-058-00-1 
015-038-00-3 
607-059-00-7 


617-002-00-8 
015-086-00-S 


613-013-00-7 
015-037-00-0 


Simb. 


Xn 


607-039-00-8*-Xn 


612-084-00-1 
613-008-00-X 
607-083-00-8 
607-084-00-3 
602-C45-00-7 


008-022-00-7 
015-028-00-9 
015-030-00-X 
015-031-00-5 
015-078-00-1 
015-0239-00-4 
613-007-00-4 
607-040-00-3 
612-044-00-3 


603-017-00-7 
607-112-00-4 


015-088-00-6 
006-019-00-0 


607-086-00-4 


612-051-00-1 


612-006-00-6 


607-098-90-X 


607-100-00-9 


607-104-00-0 


033-003-00-0 
612-059-00-5 


Xn 
Xn 
Xn 
Xn 


F-Xi 


c 


Xi 


Xi 


Ki 


Te 


Serie generale - n. 38 


CLASSIFICAZIONE EO ETICHETTATURA 


R 


8-35-43 


20/21/22 
20/21/22 
23/24/25 
26/27/28 
26/27/28 


11-35 


23/24/25 
23/24/25 
20/21/22 
20/21/22 
22 

21/22 
20/21/22 
20/21/22 
25-40-48 


23/24/25 
26/27/28-36 
23/24/25-36 
23/24/25-36 
23/24/25 
26/27/28-36 
20/21/22 
20/21/22 
20/21/22 


11-36 
24-36/38-43 


26/27/28 
22-40 


è2 
20/21/22 


10-21/22-34-43 


36/37/38 
36/37 


36/37 


45-26-34 
21-34-43 


5 Note 


28 


2-13 
2-13-44 
2-13-44 
1-13-28-45 
1-13-85 


3/7/9-14-27-37/ 
39 

2-13-44 
2-19:48) 

2-13 

2-13 

22. 

2-13 

2-13 

2-33 A 
@2-35/37-44 


2-13-44 
1-13-26-28-45 
2-13-26-44 
2-13-26-44 

2-13-44 
1-13-26-28-45 

2-13 

2-13 A 
22-36 


7-16-24/25 
28-39-44 d 


1-13-45 
25-36/37 


24/25 


9-26-36/37/39 


25 
25 


25 


53-45 € 
26-36/37/39 


15-2-1990 


Serie cencrule - n. 38 


Numero 
d'ordine 


358 
359 


360 


361 


382 
363 


364 
355 
366 
367 
368 
369 
370 
371 


372 
373 
374 


375 
376 
377 
378 


379 
(**) 380 


381 


382 
383 


384 


385 
386 


Rif.. 
sost. 


SOSTANZA 


Diazinone 
Dibenzoile perossido 


1,2-Dibromo-3-cleropropano 


0-(1,2-Dibramo-2,2-dicloro-etit}-0,0-dim n. 761 
etil-fosfato 
1,2-Dibromoetano 


3,5-Dibromo-4-idrossi-benzonitrile 
Bibromometano 

Di-n-butilamina {1}, 
di-sec-butilamina 
Di-n-butil-etere 

Dicamba 

Dicamba sali 

Dichetene 

Dichlone 

Dicicloesilamina 
Dicicloesilammonio nitrito 
Dictcloesi imetan-4,4'-diisocianato 


n, 202 


Diclofenthion 

Diclofluanide 

Dicloroacetile cloruro 

$-2,3-Dicloroaliite diisopropiltiocarbam n, 
mato 

1,0-Diclocrobenzene 

1,4-Dictorobenzene 


349 


3.3'-Diclorobenzidina 


3.,3'-Diclorobenzidina sali 

4-4"-Biclorobenzaile perossido . 184 
o-Biciorobenzolo . 375 
p-Biclorobenzolo n. 376 
1.1-Dicloroetano 

1.2-Dicloroetano 


Da 


1.1-Diclorcetilene 

1.2-Diclorcetilene 

2,2'-Diclorocetiletere 
N‘-(3,4-Dicloro-fenil)-#,N-dimetil-urea n. 
1((2-(2,4-Diclorofenil)-1,3-diossolan-2- n. 
il)meti})-1H-1,2,4-triazolo 
{2,4-Diclorofeni1)(fenil)(5-pirimidini)) n. 
metanolo: 
3-(3,4-Dicioro-fenil)-1-metossi-1-metil- n. 
urea 

#-(3,4-Diclorofent1)-propionamize n. 
2,4-Diclorafenolo 
2-(2,4-Diclorofenossi)-etile solfato aci n. 
do 
N'-(Diclaroftuorometil)tio-k.i-dimeti1l- 
N'-fenil-sulfoni Idiamide 
N-{Dicloroftuorometi]tio)-ftalimide 
Dictoroisocianurato sodico biidrato 


490 
144 


960 


648 


851 


487 


n. 373 


CAS n. 


333-41-5 


96-12-8 


106-93-4 


24-95-3 
111-92-2 


142-961 
1918-00-9 


624-82-8 
117-80-6 
101-83-7 
3129-91-7 
5i24-30-1 


97-17-6 
1085-98-39 
79-36-7 


95-50-1 
106-46-7 
91-94-1 


75-34-3 
107-08-2 


75-35-4 
sab-59-0 
111-44-4 


120-83-2 


MESI, IR 


N. CEE 


015-040-00-4 
617-008-00-0 


602-021-00-6 


602-010-00-6 


602-003-00-8 
$12-049-00-0 


603-054-00-9 
607-043-00-X 
607-044-00-5 
606-017-00-5 
606-018-00-0 
612-066-00-3 
007-009-00-9 
615-009-00-0 


015-068-00-7 


616-006-00-7 . 


607-067-00-0 


602-034-00-7 
602-035-00-2 
612-068-00-4 
612-063-03-X 


602-011-00-1 
602-012-00-7 


602-025-00-8 


602-026-00-3 


603-029-00-2 


604-011-00-7 


616-012-00-X 
613-030-01-7 


Simb. 


Xn 
Xn 


Xn 


Xi 


‘Xn 


CLASSIFICAZIONE. ED ETICHETTATURA 


23/24/25 
3-36/37/38 


45-46-20/21-25- 
48 


45-23/24/25-36/ 
37/38 


20 
10-20/21/22 


10-36/37/38 
20/21/22 
20/21/22 
10-20 
20/21/22-38 
22-34 

20/22 
03-36/37/38-42/ 
43 

20/21/22 
20/21/22 

35 


20 
22 
45-21-43 
45-21-43 


12-20 
45-11-22-38/37/ 
38 

12-20-40 

11-20 
10-26/27/28-40 


22-36/38 


38 
22-31-36/3? 


. 53-44 


s Note 


2-13-44 
3S7/9-14-27-34- 
37/39 

53-44 E 


53-44 £ 


V2] 


2-13 

2-13 A 
3 D 
2-13 

36/37/39 

16-41 

<6-28-38-45 


24/25 
2-24/25 
53-44 E 


7-16-29-33 
53-16-29-44 E 


7-16-29 D 


27-16-29 
7/9-27-38-45 


26-28 


28 
8&-26-41 


15-2-1990 Supplemento ordinario ala GAZZETTA UFFICIALE 
Numero SOSTANZA Rif. CAS n. #. CEE 
d'ordine sost. Simb. R 
387 Diclorometano 75-09-2 802-004-90-3 Xn 20 
388 2,2°-Dicloro-4,4'-metilendianilina 101-14-4 612-078-00-9 T 5-22 
389 2.2'-Dicloro-4,4'-metilendianilina sali 612-079-00-4 T 45-22 
2,3-Dicloro-1,4-naftochinone n. 368. 
390 1,1-Dicloro-i-nitroetano 594-72-9 610-002-00-9 T 23/24/25 
391 Dicloropropano 602-020-00-0 F-Xn 11-20 
{*"} 392 1,3-0icloero-2-propanolo 96-23-1 602-064-00-0 T 45-21-25 
393 1,1-Dicloropropene (1) 563-58-6 502-031-00-0 f-T 11-25 
1.2-Dicloropropene (2) 563-54-2 
394 1,3-0icloropropene (1) 542-75-6 602-030-00-5 F-Xn 11-22 
2.3-dicloropropene (2) 78-88-68 
‘3,3-Dictoropropene (3) 563-52-5 
2.6-Dictoro-tiobenzamide n. 313 
395 alfa,alfa-Diclorotolueae. 98-87-3 602-058-00-8 Xi 36/37/38 
(2,2-Dicloro-vinili-djmeti1-fosfato n. 389 
396 0-(2,2-Dicloro-vinil}-0-metil-0-(2-etil> 7076-53-1 015-077-00-6 T 23/24/25 
solfinil-eti?)-fasfato 
397 Diclorprop 120-36-S 607-045-00-0 Xn 20/21/22 
398 Diclorprop sali €07-046-00-6 Xn 20/21/22 
399 Diclorvos 62-73-7 015-019-00-X T 23/24/25 
400 Dicofo? 115-32-2 603-044-00-4 Xn 20/21/22 
401 Dicrotophos 015-073-00-4 T 25/27/28 
402 Dicumarina 68-76-2 607-060-00-2 T 23/24/25 
403 8,8'-Dicumile perossido 617-006-00-X 0-Xi 11-36/37/38 
Dicumile perossido n. 403 
(* ) 404 Dieldrin 60-57-1 602-049-00-9 T+ 25-27-40-48 
405 1,2:3,4-Diepossi-butano 1464-53-5 603-060-00-1 T 23/24/25-36/ 
37/38-40-42/43 
406 Dietanolamina 111-42-2 603-071-00-] Xi 35/36 
407 Dietilamina 109-89-7 612-003-00-X .F-Xi 11-36/37 
408. 2-Dietilamincetanolo 100-37-8 603-048-00-6 Xi 36/37/38 
409 2-Dietilamincetile metacrilato 607-127-00-6 Xn 20-36/38-43 
3-{Dietilamino)-propi lamina n. 411 
410 N.N-Dietilanilina Yi-68-7 612-054-00-8 T 23/04/25-33 
0,0-Dieti1-0-(4-bromo-2,5-diclora-fenil) n. 199 
-tiofosfato 
Dietilchetone n. 808 
0.0-Dieti?-S-({2-cian-2-metil-etil)-carb n. 268 
amoil)-metil-tiofosfato 
H.H-Dieti]-S-2-cloro-allil-ditiocarbamna n. 920 
to 
0.0-Dietil-S-{(4-cloro-fenil-tio)-meti}) n. 254 
-ditiofosfato 
0,0-Dieti1-0-(3-cloro-4-metileumarin-7- n. 325 
11)-monotiofosfato 
0,0-Dieti}-5-{{6-clora-2-asso-1,3-benzos n. 598 
sazolin-3-i1)-metil)-ditiofosfato 
411 N.N-0ietil-1,3-diaminopropano 612-062-00-]1 € 10-21/22-34-43 


0.0-0ieti1-0-(2,4-dicloro-feni])-tlofosf n. 372 
ato 

0,0-Dieti1-5-({2,5-dicloro-fenil-tio}-me n. 579 
til)-ditiofosfato 
0.0-Dieti}-0-{2-dietilamino-6-metil-p n. 
irimidin-4-il)-tiofosfato 


829 


—_ 23 


Seriv genzrale - n. 38 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


$. 


24 
53-44 
53-44 


26-44 
9-16-29-33 
53-44 
16-29-33-44 


8-16-29-33 


39 


27-13-44 


2-13 

2-13 
2-13-44 
2-13 
1-13-28-45 
2-13-44 


3/7/9-14-27-37/ 


39 


22-36/37-45 
23-24-44 


26 
16-26-29 
28 


6 


28-37-44 


26-36/37/39 


Note 


15-2-1999 


Numero 
d'ordine 


414 


415 


416 


SOSTANZA 


Dietitenetriazina 
dDiatilenglico! diacrilato 
Cietilengl!ico] dinitrato 
Dietile ussalato 

0, 0-Dieti?t-3-{2-etilsulfinil-eti?)-d n, 
itiofcafato 
L.0-Diati1-5-{P-etiltiovetil)-ditinfesf n. 
eco 
0,0-Diatii-0-(2-e1t1t/0-at11)-tiofusfaty n. 
0.0-Dieti7-5-(2-ettItio-etil)-tiofosfato n. 
0,0-Dietit-S-{atiltio-metil}-ditiofesfa n. 
to 

0 o-Dletil-S-(iN-atsssi-carboni?-N-mett?- nh. 
carbamoii-metii)-ditiofasfate 
N.h-Dietti-p-fenilendianmina n. 
0,0-Dietil-S-(N-isopropil-carbamoi]-meti n. 
1)-ditiofosfato 
0,0-0tetii-0-(2-isopropil-4-metil-pirimi n. 
din-6-i1)-tiofosfato 
0,0-Dietiî-0-(4-mett]icumarin-7-11)-tiofo 
sfato 
0,0-Diett]-N-(4-mett]-1,3-ditiolan-2-ili n. 
den}-fosforocamidato 
0,0-Dieti1-0-(3-meti1-1H-pirazo1-S-i1}-f n. 
osfato 
0,0-Dieti]-0-(4-metilsulfinit-fenii)- n. 
tiofosfato + 
D.0-Dietil-0-(4-nitro-fenit)-tiofosfato n. 
0,.0-Diett?-$-((4-0530-3H-1,2,3-benzotria n. 
zim-3-i1}meti1]}-ditiofosfato 
0.0-Dietil-(6-0s50-7,8,9.10-tetraidro- 
benzo(c)cromen-3-i1)-tiofosfato 
Dietilsolfato 


n. 
95-22-1 


868 
358 
299-45-6 
669 
823 
584 


787 
147 


n. 326 


64-672-5 


0.0-Dieti1-0-(3,5,6-tricloro-2-piridi n. 
1}-tiofosfata 

1,l-Dietossi-etano. 
2-{{Dietossi-tiofosforilossi)-imino)-2-f n. 


312 


105-57-7 
609 


‘ anii-acatonitrile 


417 
418 
49 


420 


421 


422 
423 
424 


Di fenamide 

Di feni amina 
Difenilmetan-4,4'-diisocianato (1), 
iscmeri # omologhi (n=0-4) (2). 
miscela di (1) e {2} 
Difenilmetan-4,4"-diisocianato(MDI)(1) 
Difenitmetan-2,4"-diisocianato(M01}{2) 
Di fentlmetan-2,2'-diisocianato(HDI)(3) 


957-51-7 


‘ 301-68-8 
9016-87-9 


"101-69-8 
5873-S4-1 
2536-05-2 


‘Miscele di (1).(2) e (3) 


Digitozzina 
2,3-D1idro-2,2-dimeti]-?-benzofuranil-me n. 255 
tilcarbamato 

1,2-Di idrossibenzene 

1.3-Di idrosstbenzene 

1,4-Dì idrossibenzene 

Di isobutilchetone n. 


71-63-6 


126-80-9 
108-46-3 
123-31-9 


__ 24- 


Serie generale - n 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


N. CEE 
Stinb. R Ss 
607-129-00-8 T 24-35/38-43 28-39-44 
637-147-00-S Xn 23-36 @3 
015-076-00-0 T 26/22/28 1-13-28-45 
016-027-00-6 T 45-46-20/21/22- 53-26-44 
34 
605-015-00-1 F-Xi 11-36/38 9-16-33 
616-007-00-2 Xn = 20/21/22 2-13 
612-026-00-5 T 23/24/25-33 28-36/37-44 
815-005-01-8 Xn 20-38/32/38-42  26-28-38-45 
615-005-00-9 Xn 20-36/37/38-42  26-28-38-45 
814-022-00-9 T 23/25-35 1-44 
604-016-00-4 Xn 21/22-38/38 <e-26-37 
604-G10-20-1 Xn 22-35/238 1) 
604-905-00-4 Xn 20/22 2-24/25-39 


. 38 


Note 


15-2-1990 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38 
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CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


Numero SOSTANZA Rif. CAS n. N. CEE 
d'ordine sost. Simb. R $ Note 
Di isopropanolamina n. 628 
N,N'-Diisopropi!-fosforodiamido-fluoruro n. 739 
425 Dilauroile perossido 617-003-00-3 0-Xi 11-36/37/38 3/7/9-14-27-37/ 
39 
426 Dimefox 115-26-4 015-061-00-9 T 26/27/28 1-13-28-45 
Dimepranoi (DCI) . n, 432 
427 Dimetan 122-15-6 006-010-00-1 T 26/27/28 1-13-45 
428 Dimetilacetale 534-15-6 605-007-090-8 F 11 9-16-33 
429 N.N-Dimetilacetamide 127-19-5 €16-011-00-4 Xn 20/21-36 26-28-36 
0,5-Dimetil-N-acetil-tiofasforamidato n. 1 
4-{Dimetilamino)-benzen-diazosolfonato n. 570 
di sodio 
(2-Dimetil-amino-5,6-dimetil-4-pirimidin n. 628 
i1)-N,N-dimetilcarbammato 
430 2-Dimetilaminoetanolo 108-01-0 603-047-00-0 Xi 10-36/37/38 28 
2-Dimetilaminoetilamina n. 102° 
431 2-Dimetilaminoetile metacrilato 2887-47-2  607-132-00-3 Xn  21/22-36/38-43 26-28 d 
3-(Dimetilamino-metilene-imino)-fenil-me n. 596 
tilcarbammato 
(4-Dimetilamino-3-meti]-fenil}-N-metilca n. 98 
rbammato 
432 1-Dimetilaminopropan-2-010 108-16-7 603-077-00-4 € 10-22-34 23-26-36 
3-(Dimetilamino)-propilamina n. 440 
alfa-(4-(4-Dimetilammino-alfa-(4-{eti](3 n. 180 
-sodiosulfonatobenzi])ammino)=feni]})ben- 
ziliden)cicloesa-2,5-dieniTidenfeti1)am- 
monto)toluen-3-sulfonato 
333 N.N-Dimetilanilina 121-69-7 612-018-00-0 T 23/24/25-33 28-37-48 
(* ) 434 3,3°-Dimetilbenzidina 119-93-7 612-041-00-? T 45-22 53-44 (a 
435 N,N°-Dimetilbenzidina 8810-74-4 = 6î2-043-00-8 Xn 20/21/22 22-36 
(* ) 438 3,3'-Dimetilbenzidina sali 612-081-00-5 T 45-22 53-44 ALE 
(* }) 437 Dimetilcarbamoile cloruro 79-54-7 006-041-00-0 T 45-22-23-36/37/ 53-44 E 
38 
438 1)3-{Dimetii-carbamoi]-ossi)}-5-met1]- 006-040-00-5 T 23/24/25 2-13-44 
IH-pirazo]-1-i1-(N,N-dimetil-carbanmi 
de) 
2)(3-meti]-1iH-pirazol-5-iì)-W,N-dimetiì 
-carbammato) 
439 1,4-Dimetilcicloesano 589-90-2 601-019-00-2 F i 9-16-33 
440 N,N-Dimeti]-1,3-diaminopropano 612-061-00-6 C 10-22-34-43 26-38/37/39 
441 Dimetildiclorositano 014-003-00-X  F-Xi 11-36/37/38 
N.fi-Dimetil-2,2-difenilacetamide n. 417 
0.0-Dimetil-0-cis-(2-dimetil-carbamoit-1 n. 401 
-metil-vinil})-fosfato 
1,1’-Dimeti?-4,4'-dipiridinio n. 796 
442 Dimetile carbonato 616-38-6 607-013-00-6 F-Xn 11-20/21/22 9-29 
443 2,6-Dimetil-aptan-4-one 1089-83-8 506-005-00-X Xi 10-37 24 
444 Dimetiletere 115-10-6 603-019-00-8 F 13 9-16-33 


0.0-Dimetil-S-{2-etil-solfinil-etil)-mon n, 786 
otio-fosfata 
0,0-Dimeti?-S-(2-etiltio-etil)-ditiofosf n. 946 
ato 

0,0-Dimeti]-0-{2-etiltio-etil)-tiofosfa n. 339 
to 


3. Libreria - S.O.G.U. n. 38 


15-2-1990 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38 
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CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 
Numero SOSTANZA Rif. CAS n, N. CEE 


d'ordine sost. Simb. R s Note 


0,0-Dimett]-S-{2-etiltio-etil)-tiofosfat n. 340 
o 

0,0-Dimetil-S-(alfa-(etossicarbonit)-b n. 588 
enzi}}-ditiofosfato 


445 N.,N-Dimetilfenilendiamina o 2836-03-5 612-031-00-2 T 23/24/25 28-44 c 
m 2836-04-65 
p 99-98-6 

446 N,N-0imeti]formamide 68-12-2 616-001-00-X Xn = 20/21-36 26-28-36 


0.0-Dimetil-S-(N-formil-N-metil-carbamoi n. 597 
i-metil)-ditiofosfato 


0.S-0imetil-fosforamidoticato n. G80 
0,0-Dimati?-S-ftalimidometil-ditiofo n. 608 
sfato 
Dimetilglico] n. 457 
(* ) 447 N,N-Dimetilidrazina 57-14-7 007-012-00-5 F-T O 45-11-23/25-34  53-16-33-44 E 
448 1,2-Dimetilimidazolo 1739-84-0 613-034-00-1 Xn -22-38-41 24-26 


0.0-Dimeti1-0-cis-(2-N-metilcarbamoil- n. 745 
l-metil-vinil)-fosfato 
0,0-Dimeti}-S-2-{i-meti]-carbamoil-etilt n.1007 
fo}-atil monotiofazfato 
0,0-Dimeti?-S-(N-metil-carbamoi])}-meti1- n. 454 


ditiofosfato 
0,0-Dimeti?-S-(N-metil-carbamòi]-metil)- n. 784 
tiofosfato 
2,2-Dimeti1-3-metilen-norbornano clo- n. 252 
rurato 
0,0-Dimeti?-0-(3-metil-4-metiltio-fenil) n. 587 
-tiofosfato 
0.0-Dimeti?-0-(3-metil-4-nitro-fenil)- n. 578 
monotiofosfato 
(3,5-Dimett]-4-metiltio-fenil)-N-metii- n. 730 
carbammato 
0.0-Dimeti]-5-{(2-metossi-1,3.4(4H)-tiad n. 684 
iazol-5-on-4-i1}-meti])-ditiofosfato 
0.0-Dimetil-S-((morfolin-carboni])-meti] n. 752 
)-ditlofosfato 
0,0-Dimeti}-0-(4-nitro-fenil)-monotiofos n. 798 
fato 

449 Dimetilnitrosamina 62-75-9 612-077-00-3 T+ = 45-25-26-48 53-45 E 


‘ 0,0-Dimeti?-S-((4-osso-3H-1,2,3-benzotri n. 148 
azin-3-i1)-metil)-ditiofosfato 
(5,5-0imeti1-3-osso-cictoes-1-en-il)-N,N n. 427 
-dimett]-carbammato 


450 2.4-Dimeti)-3-pentanone 565-80-0 606-028-00-5 F Il 16-23 
3,5-Dimetil-peridro-1,3,5-tiadiazin-2-ti n. 333 
one 
451 Dimetilpropano 483-82-1 601-005-00-6 F 13 9-16-33 
452 Dimetilsolfato 77-78-1 016-023-00-4 T+ © 45-25-26-34 53-26-27-45 E 
453 N,N-Dimetiltoluidina 612-056-00-9 T 23/24/25-33 28-36/37-44 c 


0,0-Dimetil-(2,2,2-Tricloro-1-idrassi-et n. 964 
i1)-fosfonato 


2,6-Dimetil-4-trideciIlmorfolina n. 982 
454 Dimetoato 60-51-5 015-051-00-4 Xn 20/21/22 2-13 
(* ) 455 3,3°-Dimetossibenzidina 119-90-4 612-036-00-X T 45-22 53-44 E 
(* ) 456 3,3°-Dimetossibenzidina sali 612-037-00-5 T 45-22 53-44 ALE 


— Wo 


15-2-1990 


rr n 


(2*) 


459 
460 
461 
462 


463 


464 


465 
466 


467, 


468 
469 
470 
471 
472 
473 
474 
475 
476 


477 


478 
479 
480 


481 


482 
483 
484 


485 


rTeteee nentinto 


SOSTANZA 


1,2-Dimetossietano 

Dimexano 

Dimrprano} {DCI) n. 
Dinex 

Dinex sali ed esteri 

2,4-Dinitroanitina 

Dinitrobenzene 

Dinttrobanzolo n. 
Dinitroclorobenzene 

4,6-Dinitro-o-cresolo n. 
Dinitrodiglical 
0-(2,4-Dinitrofenil)-3,5-dibramc-4-idros n. 
si-benza]dossima 

Dinitrofenolo 

Dinitrofenolo sali 

Dinîtrotoluane 

Dinitrotaluolo n. 
Dinabuton 

Di nocap 

Dinocton 

Dinosam 

Dinasam sali ed esteri 

Dinoseb 

Dinoseb sali ed esteri 

Dinoterb 

Dinoterb sali ed esteri 
1,4-Diossan-2,3-diil-bis(0,0-dietil-di- n. 
tiofosfato) 

1,4-Diossano 
9,10-Diosso-1,4-ditia-antracen-2,3-dicar n. 
bonitrile 
(2-(1,3-Drossolan-2-i1)-fenile)-N-metil n. 
carbanmato 

1.3-Diossolano 

Dioxacarb 

Dioxathion 


Dipentene n. 


Di-n-propilamina (1) 
di-isopropilamina (2) 


Dipropiichetone n. 
Dipropilenglicole etere monobutilico n. 
Dipropilentriamina n. 


Di-n-propiletere e di-isopropiletere 


‘ Diquat, e i suoi sali 


Distillati di petrolio e di catra- 

me di carbon fossile(se il punta di in- 
fiammabilita' e' inferiore a 21 C]; vede 
re anche 650-001-00-0 

Distillati di petrolio e di catrame 

di carbon fossile[se il punto di in- 
fiammabilita” e' compreso tra 21 C 

e 55 C); vedere anche 650-001-00-0 


432 


462 
497 


193 


467 


48 


489 


479 


667 


515 
234 
145 


110-71-4 
1468-37-7 


131-89-5 


97-02-98 
25154-54-5 


693-21-0 


25550-58-7 
25321-14-6 


973-21-7 


4097-36-3 


88-85-7 


123-91-1 


848-06-0 
78:34-2 


142-84-7 
108-18-9 


109-20-3 
2764-72-9 


— 27 — 


N. CEE 


603-031-00-3 
016-024-00-X 


609-028-00-3 
609-029-00-9 
612-040-00-1 
609-004-00-2 


610-003-00-4 


803-033-00-4 


609-016-00-8 
609-017-00-3 
$09-007-00-9 


006-028-00-X 
809-023-00-6 
609-027-00-8 
809-033-00-0 
609-034-00-6 
609-025-00-7 
609-026-00-2 
609-030-00-4 
609-031-00-X 


603-024-00-5 


605-017-00-2 
006-029-00-5 
015-063-00-X 


612-048-00-5 


603-045-00-X 
613-005 -00-3 
650-GC]1-01-8 


650-001-02 -5 


Simb. 


dA 


F-Xn 


F-Xi 


“ 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 


LETDOTIZ TORNERAI SIZE Z IZ PEZZI 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


R 


10-20-19 
20/21/22 


23/24/25 
23/24/25 
26/27/28-33 
25/27/28-33 


23/24/25-33 


3-26/27/28-33 


23/24/25-33, 
23/24/25-33 
23/24/25-33 


23/24/25 
20/22 

20/21/22 
23/24/25 
23/24/25 
26/27/28 
23/24/25 
23/24/25 
23/24/25 


11-36/37-40 


ll 
03/24/25 
26/27/28 


11-36/37/38 


11-19 
26/27/28 
1 


10 


$ 


04/25 
2-13 


2-13-44 
2-13-44 

28-36/37-45 
28-36/37-45 


28-37-44 


33-35 -36/37-45 


28-37-44 
29-37-44 
28-37-44 


2-13-46 
2-13 

2-13 

2-13-44 
2-13-44 
1-13-44 
2-13-44 
2-13-44 
2-13-44 


16-36/37 


- 16 


02-13-44 
1-13-28-45 


9-16 


9-16-33 
1-13-45 
9-16-29-33 


Scrie generale - n. 38 


Note 


» 


15-2-1990 


Numero 


d'ordine 


(*) 


{*) 


486 


487 
488 
489 


490 
491 
492 
493 


494 
495 
#95 
497 
438 


499 
500 
501 


502 


503 
504 


505 
506 


507 
508 


509 


510 


S11 
512 
513 
514 
515 
516 
517 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 


_—T= —r—r Tir‘ TEZZE: 


SOSTANZA 


Distillati di petrolia e di catrame di 
carbon fossile(eccstto quelli utilizzati 
come carburanti) corrispondenti a miscel 
e complesse di idrocarburi. Considerando 
Ta composizione variabile di questi prod 
otti, la toro classificazione ed etichet 
tatura sono regolate dal DM 17/10/1984( 
G. Uff. n. 311 12/11/1984} 

Disul 

Disulfoton 

Dithianon 
1,3-Ditialo(4,5.b)-chinossalin-2-tipne» 
Diuron 

ONOC 

ONOC sale di ammonio 

ONOC sale di potassio, DNOC sale di 
sodio 

Dodecilguanidina acetato 

Dodina 

Drazoxoloan 

Efedrina 

Efedrina sali 

Endosulfan 


Endothal-sodio 

Endothion 

Endrin 

Epicloridrina 

EPN 
3.6-Epossi-cicloesan-1.2-dicarbossilato 
disodico 

(Epossietil)benzene 
1-Epossietil-3.4-epossicicloesano 
1,2-Epossi-3-fenossipropano 
1,2-Epossipropano 
1,3-Epossipropano 
2,3-Epossi-1-propanolo 


2,3-Epossipropile acrilato 
2,3-Epossipropile metacrilato 


1,2-Epossi-3-tolilossi-propano 
(Epossoetil)benzene 

Eptacloro 
1,4,5,6,7,8.8-Eptacloro-3a,4,7,7a-tetra 
{dro-4,7-metano-indene 
1,4,5,6,7,8.8-Eptacloro-2.3-epossi-3a,4, 
?,?a-tetraidro-4,7-metanoindano 
Eptacloro epossido 

Eptano 

2-Eptanone 

3-Eptanone 

4-Eptanone 

EPIC 

Erbon 


Rif. 
sost. 


p. 944 


n, 494 


n. 298 


n. 499 


n. 915 


n. 915 


n. 510 


CAS n. 


136-78-7 
298-04-4 


330-54-1 
534-52-1 


2439-10-3 
570-26-7 


115-29-7 


129-67-9 
2778-04-3 
72-20-8 


@104-64-5 


4223-10-3 
122-60-1 


503-30-0 
556-52-5 


106-90-1 
106-91-2 


26447-14-3 


76-44-8 


1024-52-3 
142-82-5 
110-43-0 
106-35-4 
123-19-3 
759-94-4 
136-25-4 


- R—- 


N. CEE 


850-001-00-0 


016-025-00-5 
015-060-00-3 
633-021-00-0 


006-015-00-9 
609-020-00-X 
$09-022-00-0 
609-021-00-5 


607-076-00-X 
€50-008-00-9 
614-023-00-4 
814-024-00-X 
$02-052-00-5 


$07-055-00-5 
015-049-00-3 
602-051-00-X 


015-036-00-2 


£03-056-00-4 
$03-067-00-X 


$03-058-00-0 
603-063-00-8 


607-117-00-1 
607-123-00-4 


603-056-00-X 


602-046-00-2 


602-063-00-5 
601-008-00-2 
606-024-00-3 
606-003-00-9 
606-027-00-X 
006-030-00-0 
607-077-00-5 


Simb. 


dA dx 


Xn 
Xn 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


R $ 
10 
20/21/22 2-13 
26/27/28 1-13-28-45 
20/21/22 2-13 
36/37/38 2-13 
26/27/28-33 1-13-28-45 
26/27/28-33 1-13-28-45 
23/24/25-33 2-13-44 
20/21/22 2-13 
23/24/25 2-13 
22 22-25 
22 22-25 
23/24/25-36/ 2-13-44 
38 
23/24/25 2-13-44 
23/24/25 2-13-44 
26/27/28 1-13-28-45 
26/22/28 1-13-28-45 
23/24/25-40 23-24-44 
21-43 24/25 
11-20/21/22 9-16-26-29 
23-21/22-38/37/ 44 
38-42/43 
23/24/25-34-43  26-36/32/39-44 
20/21/22-36/33- 26-28 
43 
38 26-28 
24/25-33-40 36/37-44 
25-33-40 36/37-44 
l 9-16-23-29-33 
10-22 23 
10-20-36 24 
10 23 
20/21/22 2-13 
20/21/22-36/37 2-13 


Serie generale - n. 38 


Note 


15-2-1990 


Numero 


d'ordine 


(*) 


(**) 


{2%} 


(**) 


Lise 


518 
519 
520 


521 


522 
523 


524 


525 
526 


527 


528 
529 
530 
531 


532 


533 


534 
535 
536 
537 


538 
539 
540 
41 


542 


543 


SOSTANZA Rif. 


sost. 


CAS n. 


1.2,3,4,10,10-Esacloro-1,4,48,5,8,8a- n. 640 
esaidro-1,4-endo-5,8-endo-dimetano-nafta 
lene 
6,7,8,9,19,10-Esacloro-1,5,52,6.9,9a- 
esaidro-6,9-metano-2,3,4-bénzo(e)-diossa 
tispina-3-cssido 
1,2,3,4,5,6-Esaclorociclossano 
gamma-1,2,3,4,5,6-Esacloro-cicloesano 
1,2,3,4,10,10-Esacloro-8,7-epossi-1.4. 
4a,5,6.7,8,8a-ottaidra-1,4-2ndo-5,8-endo 
-dilantano-naftalena - 

Esaclorofene 

Esafluoroprapene 

Esafluosilicati alcalini (Na,K,HH4) 
Esaftuosilicati, esclusi quelli espressa 
mente indicati in questo allegato 
Esametilen-1,6-diisocianato 


n. 458 


n. 614 
n. 647 
n. 501 


n. 205 
118-15-4 


B22-06-0 
Esametilfozforo triamide 680-31-9 
1,6-fsandio] diacrilato 
Esanitrodifenitamina 
n-Esano 


n. 190 
110-54-3 


1-Esanolo 

Esano, miscela di isomeri (contenente 

piu" di SX di n-Esano) 

Esano-miscela di isomeri contenente un 

massimo di 5% di n-Esano 

2-Esanone 

Eserina 

Eserina sali 

Estratti aromatici di distillati {deriva 

ti del petrolio e coperti dai N. EINECS 

2651021 2651037 2651042 2651110) 

Etanale n. 2 
Etano 
Etanolamina 
Etanolo 
Etantiolo 
Etere etilico 
Ethion 
Ethoxyquin 
Etilamina 
2-Etilamino-4-isopropilamino-6-metiltio- n. 89 
1,3,5-triazina 

N-Etilanilina 

Etilati alcalini 

Etilbenzene 

2-Etilbutanolo 
S-{N-Etil-carbamoil-meti1}-0,0-dimeti]- n. 
ditiofosfato 

Etil-cicloasil glicidil etere 
1-(2-Etilcicloesilossi)-2,3-epossipropa 
no 

Etildimetilamina 


Ili-27-3 


110-54-5 


591-78-6 
57-47-6 


fi-6 


. 74-84-0 


64-17-5 


60-29-7 
563-12-2 


75-04-7 


103-69-5 


100-41-4 


97-95-0 


n. 542 


598-56-1 


I, pe 


64742-03-6 
/94-7/05-8 


16331-64-9 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 


N. CEE 


#02-061-00-4 
009-012-00-0 
009-013-00-6 


615-011-00-1 


015-106-00-2 
607-109-00-8 


601-037-00-0 


803-059-00-6 
601-007-01-4 


691-007-00-7 


606-030-00-6 
$14-020-00-8 
614-021-00-3 
850-011-00-S 


601-002-00-X 
603-002-00-5 


603-022-00-4 
015-047-00-2 
613-014-00-2 
612-002-00-4 


612-053-00-2 
603-041-00-8 
601-023-00-4 
603-051-00-2 


603-068-00-5 


612-076-00-8 


Serie generale - n. 38 


CLASSIFICAZIONE EO ETICHETTATURA 


Simb. R 
Xn 2O-3) 
T 23/24/25 
Xn 22 


u 03-36/37/38-42/ 


43 
T 45-46 
Xi 36/38-43 
F-Xn 11-20-48 
Xn 22 
F-Xn 11-20-48 
F 11 
F-îT 11-23-48 
Li 26/28 
T 26/28 
T 45 
F iz 
F ll 
F 12-19 
T 23/24/25 
Xn 20/21/22 
F-Xi 13-36/37 
Li 23/24/25-33 
F-C O 11-14-34 
F-Xn 11-20 
Xn 21/22 
Xi 36/38-43 
F+-C 12-20/22-34 


LI Note 
dl 
1/2-26-4)- À 
2-13-24/25 A 
26-28-38-45 
53-44 
39 2 


9-16-24/25-29- 
sì 

24/25 
9-18-24/25-29-51 


9-16-23-29-33 € 
9-16-29-44-51 
1-25-45 


1-25-4$ A 
53-44 


9-16-33 
2-16 
9-16-29-33 
2-13-44 


2-13 
16-26-29 


28-37-44 
8-16-26-43 A 
16-24/25-29 


26-28-37/39 


3-16-26-36 


Numero 


d'ordine 


544 
545 


546 


547 
548 


549 
550 
551 


552 


(* ) 553 


(**) 


554 


555 
556 
55? 
558 
559 


560 
561 


562 


563 


564 


565 


‘Etilenglicol 


SOSTANZA 


S-Etil-N,N-dipropil-tiocarbarmato 
Etile acetato 
Etile acrilato 


Etile bromoacetato 

Etile bromuro 

Etile cloroacetato 

Etile cloroformiato 

Etile claruro 
Etile-5-(1,2,3,5,6,7,8,9,10,10-decacloro 
-4-idrossi-(5.2.1.0(2,6}.0{3,9).0{5,8))- 
pentacicìo-dec-4-11)levulinato 

Ettle formiato 

Etile lattato 

Ettle metacrifato 
N.N'-Etilen-bis(ditiocarbammato di sodio 
) 

Etilendiamina 
1,1-Etilen-2,2'-dipiridinio 

Etilene 

Etilene dibromuro 

Etilene dicloruro 

Etilene ossido 


dimetacrilato 
dimetiletere 

dinitrato 
monobutiletere 
monobutiletere acetato 
moncatiletere 
monoetiletere acetato 
monoisopropiletere 
monomet i letere 
monometiletere acetato 


Etilenglicol 
Etilenglicol 
Etilenglico] 
Etilenglico] 
Etilenglicol 
Etilenglicol 
Etilenglicoì 
Etilenglico] 
Etilenglico] 
Etilenimina 
Etile nitrato 

Etile nitrito 

Etilenticurea 

Etile ossalato 

Etile propionato 

2-Etilesile acrilato 

Etile silicato 
Q-Etil-S-fenil-etil-ditiofosfonato 
Etilglico] 

Etilglico) acetato 

Etilidene cloruro 

Etilmercaptano 

Etilmetilchetossima 

Etil-metil-etere 
Q-Eti1-0-(4-nitro-fenil)-fenit-tiofosf8 
nato 
S-2-Etil-sulfinil-eti1-0,0-dimetil-ditio 
fosfato 
S-2-Etil-sulfinil-isopropi?-0,0-dimeti1- 
monotiofosfato 


Rif. 
sost. 


. 516 


. 192 


741 


+ 645 


n. 361 


733 


- 413 


591 


. 568 
. 569 
. 379 


211 


502 


CAS n. 


141-78-6 
140-88-5 


S41-41-3 


109-94-4 
97-64-3 
97-63-2 


74-85-1 


75-21-8 


151-56-4 


109-95-5 
96-45-7 


105-37-3 


103-11-7 
78-10-4 


75-08-1 


540-67-0 


sp 


N. CEE 


607-022-00-5 
607-032-00-X 


607-069-00-1 


607-070-00-? 
607-020-00-4 


607-015-00-7 
607-129-00-7 
607-071-00-2 


601-010-00-3 


€03-023-00-X 


607-114-00-5 


613-001-00-1 
007-007-00-8 
007-006-00-2 
613-039-00-9 
607-028-00-8 
607-107-00-7 
014-005-0 


016-022-00-9 


603-020-00-3 


015-065-00-0 


015-075-00-5 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 


$imb. 


F-Xi 


FoXi 


F+-T 


Xi 


#-%n 


Serie generale - n. 38 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


lì 
11-20/22-36/37/ 
38-43 

26/27/28 


23/24/25 
11-23-36/37/38 


i 
10 
11-36/37/38-43 


13 


45-48-13-23-36/ 
37/38 
36/37 


11-26/27/28-40 
@ 

2-20/21/22 
47-22 

li 


37/38-43 
10-20-38/37 


11-20 


13 


26/27/28 


23/24/25 


s Note 


16-23-29-33 
9-16-33 D 


7/9-26-45 


7/9-44 
9-16-33-44 


9-16-33 
23 
9-16-29-33 D 


9-16-33 


53-3/7/9-16-33- E 
44 


D 
9-29-36-45 D 
23-24/25 
53 E 
16-23-29-33 

D 
16-25 
9-16-33 
1-23-28-45 
2-13-44 


15-2-1990 


Numero 
d'ordine 


566 
567 


568 
569 


570 
571 
572 


573 
574 


575 


576 


577 
578 
579 
580 
581 
582 
583 
584 
585 
586 
587 
588 


589 
590 


. 2-Fluoreetil-2-(4-bifenilil)-acetato n. 


591 
592 
(* ) 593 


(* ) 594 
(* ) 595 
596 
597 


598 
599 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 


SOSTANZA Rif. 


sost. 


$-(2-Etil-sulfonil-eti1}-0,0-dimetiltiof n. 341 
osfato 

O-Etil-0-{2,4,5-triclorofenil)etiitiofos n. 971 
fonato 

Etino n. 4 
Etoatomettì 

2-Etossianil'ina 

4-etossianilina 

2-Etossietanolo 

2-Etossietil acetato 
6-Etossi-2,2,4-trimetil-1,2-diidrochino- n. 5385 
Una 

Fenaminosulf 

Fenazaflor 

Fenclorfos 

o-Fenetidina e p-fenetidina n. 567 
Fenil-5,6-ficloro-2-trifluorometil-1-be na 571 
nzimidazolcarbossilato 
Fenilendiamina 

m-Fenilendiamina dicloridrato (1) 
p-fenilendiamina dicloridrato (2) 
Fenilidrazina 

Fenilossirano 
l-Fenil-3-pirazolidone 
S-(2-Fenilsolfonamido-etit}-0,0-diisopro n. 161 
pil-ditiafasfato 
6-fenil-1,3,5-triazin-2.4-diamina 
Fenitrotion 

Fenkapton 

Fenolo 

Fenoprop 

Fenoprop sali 

Fenson 

Fensulfothion 

Fentin acetato 

Fentin idrossido 

Fention 

Fentoato 

Fisostigmina n. 
Flueneti? 

Fluoro® 


n. 915 


589 
Fonofos 

Forate 

Formaldeide conc. sup. o uguale a 25% 


Formaldeide conc. sup. 0 uguale a 1X e 
inf. a 5% 

Formaldaide conc. sup. o uguale a 5% è 
nf. a 25% 

Formalina conc.sup. a 30% 

Formetanato 

Formothion 

Fosalone 

fosfamidone 


n. 595 


CAS n. 


116-06-8 
94-70-2 

156-43-4 
110-80-5 
111-15-9 


140-56-7 


299-84-3 


25265-76-3 
541-69-5 
624-18-0 
100-63-0 


927-43-3 
91-76-9 
122-14-5 
2275-14-1 
108-95-2 
93-22-1 
80-38-6 
115-90-2 


55-38-9 
2597-03-7 
7782-41-4 
944-22-9 
298-02-2 
50-00-0 


50-00-0 


50-00-0 


2540-82-1 


297-99-4 


N. CEE 


015-089-00-1 
612-039-00-6 


603-012-00-X 
607-037-00-7 


611-003-00-? 
613-015-00-8 
035-052-00-X 


612-028-00-8 
612-029-00-1 


6i2-023-00-9 


606-022-00-2 


613-038-00-3 
015-054-00-0 
015-037-00-8 
604-001-00-2 
607-047-00-1 
607-048-00-7 
650-003-00-1 
015-090-00-7 
050-003-00-6 
050-004-00-1 
015-048-00-8 
015-097-00-5 


607-078-00-0 
009-001-00-0 


015-091-00-2 
015-033-00-6 
605-001-01-5 


605-001-02-X 
605-001-01-2 
006-031-00-6 
015-057-00-7 


0I5-067-00-1 
015-022-00-6 


Simb, 


Xn 
n 


nai 


Xn 


T 
Xn 
T 
T 


Serie generale - n. 8 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


20/21/22 
23/24/25-33 


10-36 
10-20/21 


23/24/25 
20/21/22 
20/21/22 


23/24/25-43 
23/74/25 


23/24/25-36 


22 


22 
20/21/22 
23/24/25- 
24/25-34 
20/21/22 
20/21/22 
è0/21/22 
26/27/28 
23/24/25 
23/24/25 
20/21/22-36/38 
20/21/22 


26/27/28 
7-26-35 


26/27/28 
26/27/28 


23/24/25-34-40- 


43 
40-43 


20/21/22-36/37/ 


38-40-43 


26/27/28 
20/21/22 
23/24/25 
26/27/28 


$ Note 


2-13 
28-36/37-45 c 


24 
24 


2-13 44 
2-13 
2-13 


28-44 € 
28-44 c 


28-44 


2-13 
2-13-44 
2-28-44 
2-13 

2-13 A 
2-13 
1-13-28-45 
2-13-44 
2-13-44 
2-13 

2-13 


1-13-28-45 
2/9-36-45 


1-13-45 
1-13-28-45 
26-36/37-44-51 B,D 
23-37 8 


26-36/37-51 B 


1-13-45 
2-13 
2-13-44 
1-13-28-45 


15-2-1990 


Numerò 
d'ordine 


610 


611 
612 


613 
(* ) 614 


615 
616 
617 
618 
619 
620 


621 


622 
623 
624 


625 


626 


627 


SOSTANZA 


Fosforo bianco 
Fosforo giallo 
Fosforo ossicloruro 
Fosforo pentacloruro 
Fosforo pentasolfuro 
Fosforo rosso 
Fosforo tribromuro 
Fosforo tricloruro 
Fosforo trisolfuro 
Fosgene 

Fosmet 

Foxim 

Fuberidatole 
Furfurolo 


2-(2°-Furil)-benzimidazolo 


Glicerina trinitrato 
Glicidile acrilato 
Glicidile metacrilato 
Glicol etilenico 
Gliossale...X 
6lucoclora] 
Guanidinio cloruro 
HCH 

HEOD 85% 

Idrazina 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 


n. 772 


n. 283 


n. 404 


Idrazina soluzione conc.compresa tra 5% 


e 64% 
Idrochinone 
Idrogeno 


n. 424 


Idrogeno perossido soluzione conc.compre 


sa tra 20% e S0X 


Idrogeno perossido soluzione conc. sup. 


a 60% 
Idrogeno solforato 


8-Idrossichinolina solfato 
1-Idrossicicloesile perossido n. 


188 


4-]drossi-3,5-dijodo-benzonitrile n. 635 


2-Idrossietile acrilato 
2-Idrossietile metacrilato 


1-Idrossi-i-idroperossi-dicicloesile per 


ossido 


4-Idrossi-4-metil-pentan-2-one 
4-Idrossi-3-(3-osso-1-feni]-butt])-cumar n.1012 


ina 


4-Idrossi-3-(3-0330-1-{2-furi})butit}-cu n. 324 


marina 


S-(alfa-Idrossi-alfa-(2-piridil)-benzi]} n. 781 
-2-(alfa-(2-piridil}-benzi]iden)-norbor 


n-S-en-2,3-dicarbossimide 


Idrossipropile acrilato (miscela di isom 


eri) 


Idrossipropile metacrilato (miscela di i 


someri } 


12185-10-3 
1002$-87-3 
10026-13-8 
1314-80-3 
7789-60-6 
7719-12-2 
1314-85-8 


732-11-6 


107-21-1 
107-22-2 


50-01-12 
608-73-1 


302-01-2 


1333-74-0 


7722-84-1 


7783-06-4 


134-31-6 


818-61-1 
868-77-9 


123-42-2 


999-61-1 


N. CEE 


025-001-00-1 


015-009-00-5 
015-008-00-X 
015-104-00-1 
015-002-00-7 
015-103-00-6 
015-007-00-4 
015-012-00-1 


015-101-00-S 


015-100-00-X 
613-016-00-3 


603-027-00-1 
605-016-00-7 


607-148-00-0 
602-042-00-0 


007-008-00-3 
007-008-01-0 
001-001-00-9 
008-003-01-6 
008-003-00-9 
D16-001-00-4 


613-017-00-9 


607-072-00-8 
607-124-00-X 
617-009-00-6 


603-016-00-1 


607-108-00-2 


607-125-00-5 


Simb. 


Xn 
Xn 
Xn 


Xi 


Xn 


Xi 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


17-26/28-35 


34-37 

34-37 
11-20/22-29 
11-16 
14-34-37 
34-37 

11-22 


20/21/22 
20/21/22 
20/21/22 


22 
36/38 


22-36/38 
21-25-40 


10-26/27/28-34- 


40 
<4/25-34-40 


12 
34 
8-34 
13-26 


20/21/22 


24-34-43 
36/38-43 
3-35 


36 


23/24/25-34-43 


36/38 


$ 


5-26-28-45 


2/8-26 
7/8-26 


7-43 

28 

2/8-26 
7-16-24/25 


2213 


2-13 
2-13 


26-28 


22 
22-36/37-44 


36/37/39-45 
36/37/39 
2/9 

28-39 
3-28-36/39 
7/9-25-45 


2-13 


26-36/39-44 
26-28 


Serie generale - n. 38 


Note 


o 


3/9 /9-14-27-34-3 


7/39 
24/28 


26-36/39-44 


26-28 


d 


15-2-1990 Supplemento ordinario alla-GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38 
CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 
Numero SOSTANZA Rif. CAS n. N. CEE 
d'ordine sost. Simb. R s Note 
4-Idrassi-3-(1,2,3,4-tetraidro-1-naftil) n. 326 
“-Cumarina 
Imidazolidin-2-tione n. 558 
628 1,1'-iminodi-2-propanolo 110-97-4 603-083-00-7 Xi 36 25 
€623 Iodio 7553-56-2 053-001-00-3 Xn 20/21 23-25 
Jodometano n. 702 
€30 3-Iodopropene 602-054-00-6 C 10-34 7-26 
631 Iodossibenzene 696-33-3 053-003-00-4 E 1 35 
632 Iodossibenzoato di calcio 053-004-00-X E 1 35 c 
633 Iosciamina 101-31-5 614-012-00-4 T 26/28 1-24-45 
634 losciamna sali 614-013-00-X T 26/28 1-24-45 A 
635 Ioxinil 1689-83-4 —608-007-00-6 T 23/24/25 12-13-44 
Ipoazotide e azoto tetrossido n. 152 
636 Isoabenzan 297-78-9 802-053-00-0 T 26/27/28-36/38 11-13-44 
Isobutanolamina n. 104 
637 Isobutile acrilato 106-63-8 607-115-00-0 Xn 10-20/21-38-43 9 d 
638 Isobutile metacrilato 97-86-9 607-113-00-X Xi 10-36/37/33-43 D 
639 isobutirrile cloruro 79-30-1 607-140-00-7 F-C 11-35 16-23-26-36 
4-Isocianatosulfont]-toluene n. 955 
€40 Isodrin 465-73-6 602-050-00-4 T 26/27/28 1-13-28-45 
Isdéforon diamina n. 105 
841 Isoforon diisocianato 4098-71-93 615-008-00-5 T 23-36/37/38-42/ 26-29-38-45 
43 
Isoforone n. 991 
642 Isolan 119-38-0 006-009-00-6 T 26/22/28 1-13-45 
Isopentano e pentano n. 807 
Isoprene n. 690 
Isopropanolamina n. 107 
843 Isopropenilbenzene 98-83-9 601-027-00-8 Xi 10-36/37 
Isopropilamina n. 196 
2-Isopropilamina-4-metilamino-E-metilti n. 343 
0-1,3,5-triazina 
Isopropilbenzene e propilbenzene n. 858 
3-isopropi]-1H,3H,2,1.3-benzotiodiazin-4 n. 162 
cone-2,2-diossido 
D-Isapropil-ditiocarbonato di sodio n. 859 
Isopropile acetato e propile acetato n. 860 
Isopropile formiato e propile formiato n. B6l 
N-Isopropi]-N-fenit-2-cloroacetamide n. 849 
Isopropilglicol n. 644 
3-Isopropil-S-meti?-fenile-H-metilcarbam n. 848 
mato 
(1-Isopropil-3-meti1-1H-pirazoî-5-i1)-N, n. 642 
N-dimetil-carbammato 
644 2-Isopropossi-etanolo 109-59-1 603-013-00-5 Xa 20/21-36 24/25 
2-Isopropossi-fenil-N-metil-carbammato n. 867 
645 kKelevan €07-079-00-6 Xn 20/21/22 2-13 
646 Leptophos 015-093-00-3 T 23/24/25-39 2-13-44 
647 Lindano 58-89-39 602-043-00-6 T 23/24/25-36/38 22-13-44 
648 Linuron 006-021-00-1 Xi 38 2-13 
849 Litio 003-001-00-4  F-C 14/15-34 8-43 
650 Litio-alluminio idruro 16953-85-3  001-002-00-4 F 15 7/8-24/25-43 
651 Magnesio alchili 012-003-00-4  F-C 14-17-34 16-43 A 
652 Magnesio fasfuro 12057-74-8 015-005-00-3 F-T  16/29-28 1/2-22-43-45 
653 Magnesio in polvere {piroforica) 7439-95-4 012-901-00-3 F 15-17 7/8-43 


Er, E 


15-2-1990 


674 


676 
627 


666 
687 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 


SOSTANZA Rif. 


sost. 


Magnesio in polvere (stabilizzata) o tru 
cioli 

Malation 

Malononitrile 

Manganese biossido 

Nannitol-esanitrato 

MCPA 

MCPA sali ed esteri 

MCPB 

MCPB sali ed esteri 

MDI n. 
Mecarbam 

Necoprop 

Mecoprop sali 

Menazone 
p-Henta-1,8(9)}-diene 
B-p-Mentanile idroperossido 
p-Mentano idroperossido n. 668 
Hephosfolan 

Mercurio 

Mercurio alchili 

Mercurio cloruro 0s0 

Mercurio composti inorganici escluso il 
solfuro di mercurio (cinabro) e quelli e 
spressamente indicati in questo allegato 
Mercurio composti organici, esclusi quel 

14 espressamente indicati in questo alle 
gato 

Mercurio fulminato 

Mercurio ossicianuro 

Mesitilene 


Mesitile ossido n. 7198 


‘ Metacrilati, esclusi quelli espressament 


e indicati in questo allegato 
Metacrilonitrile 
Metaldeide 
Metallile cloruro 
Metamidophos 
Metam-sodio 
Metano 
Metanolo 
Metantialo 
Metidation 
Metilamina mono 

di 

tri 
2-Metilamincetanolo 
N-Metilanilina 


n. 724 


n. 305 


n. 212 


Metilati alcalini 
2-Metilaziridina 


Metilazossimetile acetato n. 715 


CAS n. 


121-725-5 
109-77-3 
1313-13-9 
130-39-2 


94-81-5 


2595-54-2 


76-57-9 
139-86-3 


7439-97-86 


10112-91-1 


20820-45-S 
1335-31-5 
108-67-8 


108-62-3 


137-42-8 
74-82-8 
67-56-1 


950-37-8 
74-89-5 
124-40-3 
75-50-3 
109-83-1 
100-61-8 
121-69-7 
3315-60-4 
75-55-8 


#. CEE 


012-002-00-9 


015-041-00-X 
508-009-00-7 
025-001-00-3 
603-036-00-0 
807-051-00-3 
607-052-00-9 
607-053-00-4 
607-054-00-X 


DI5-045-00-1 
607-049-00-2 
807-050-00-8 
015-053-00-5 
601+029-00-7 
617-012-00-2 


015-094-00-9 
080-001-00-0 
080-007-00-3 
080-003-00-1 
080-002-00-6 


080-004-00-? 


080-005-00-2 
080-006-00-8 
601-025-00-5 


607-134-00-4 


605-005-00-7 


015-095-00-4 
006-013-00-8 
601-001-00-4 
603-001-00-X 


015-069-00-2 
612-001-00-9 
603-080-00-0 
$12-015-00-5 


603-040-00-2 
613-033-00-6 


Sfimb. 


4X 44 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


11-15 


20/21/22 
23/24/25 
20/22 

3 
20/21/22 
20/21/22 
20/21/22 
20/21/22 


23/24/25 
20/21/22 
20/21/22 
20/21/22 
10-38 
11-35 


26/27/28 
23-33 
©6/27/28-33 
22 
26/27/28-33 


26/27/28-33 


23/24/25-33 
23/24/25-33 
10-37 


36/37/38 


10-20/22 


26/27/28 
22-38 

12 
11-23/25 


26/27/28 
13-36/37 
34 


23/24/25-33 


11-14-34 


45-11-26/22/28- 


4“ 


35 

2-13 
2-13 
2-13 
2-13 


2-13-44 
2-13 
2-13 
2-13 
28 


3/7/9-14-27-37/ 


39 


1-13-28-45 
7-44 
2-13-28-36-45 
2 
1/2-13-28-45 


2-13-28-36-45 


3-34-35-44 
28-35-44 


26-28 


2-24/25 


1-13-28-45 
2-13 
9-16-33 
2-7-16-24 


1-13-45 

16-26-29 
23-26-36 
28-37-44 


8-16-26-43 
53-26-45 


Serie generale - n. 38 


Note 


Numero 
d'ordine 


690 
691 
592 


893 
694 
695 


696 
697 
698 


699 


700 


701 
{* } 702 
703 


794 


705 


706 
707 
708 


703 
710 


mi 
712 
713 


(ee) na 


15.2.1990 


SOSTANZA 


Rif. 
sost. 


0-Met13-0-(4-bromo-2,5-diclorofenil)-fen n. 646 


1l-tiofosfonato 
2-Metitbutan-1,3-diene 
Metilbutano 

2-Metilbutan-2-0]0 
3-Meti?-2-butanone 
Metil-n-buti]lchetone 
6-(1-Metilbuti1)-2,4-dinitrofenolo 
Metlicicloezano 
2-Meti3cicloesanola 
2-Hetilcicloesanone 
Matilcloroformio 
H-Metildietanolamina 
N-Mettl-ditiocarbanmato di sodio 
Hetile acetato 

Metile acetoacetato 

Metile acrilato 


Metile bromuro 


Metile-2-ctoro-3-p-clorofeni]-propionato 


Met ile clorofoarmiato 
Metile cloruro 
Metile formiato 
Metile ioduro 


Metile isociansto 


Metile lattato 
4,4°-Hotilenbis(2-clorsanilina) 


4,4'-Mevilenbis(2-clorcanilina). sali 
Metilen-5,S'-bis{0,0-dietil-ditiofosfa 


to} 


3.3'-Metiler-bis{4-idrossi-cumarina) 
2,2'-Metilen-bis-(3,4,6-triclorofenolo) 


Metitene bromuro 

Metiîene cloruro 

Metile ossido 

Metile propionato 
S-Meti]-3-apianone 
S-Meti}-2-esanone 
N-Metilatanolamina 
Metiletilcnetora 
Metilglicoi 

Metilolico! acetato 
i-Netilimidazolo 
2.2'-Hetiliminedietanolo 
Metilisobutiicarbinolo 
Metilisobuti!lchetene 
Metilisopropilchetone 
Metilisotiocianato 

Meti lmercaptano 
Metilmetacrilato 
N-Meti}-i-naftiî-carbamnato 
\-Meti}-3-nitro-1-nitrosoguanidina 


n. 


807 


528. 


471 


966 
710 
681 


. 262 


. 302 


, 388 
. 389 


535 


. 402 
. 362 


. 387 
. 444 


. 8£6 


210 


. 332 


n. 733 


. 717 
. na 
. 692 


. 253 


CAS n. 


78-29-5 
75-85-4 
563-80-4 


108-87-2 
583-59-5 
583-50-8 


79-20-9 
105-45-3 
96-33-3 


24-83-9 


79-22-1 


107-31-3 
24-88-4 


624-83-9 


547-64-8 


70-30-4 


554-12-1 
541-85-5 
110-12-3 


616: 47-7 
105-59-9 


N. CEE 


601-014-00-5 
603-007-00-2 
606-007-00-0 


601-018-00-? 
603-010-00-9 
806-011-00-2 


607-021-00-X 
607-137-00-0 
607-034-00-0 


602-002-00-3 


607-019-00-9 


607-014-00-1 
602-005-00-9 


615-001-00-7 


607-092-00-7 


804 015-00-3 


$07-027-00-2 
805-020-00-1 
608-025-00-4 


613-035-00-7 
€03-0?9-00-5 


615-002-00-2 
016-021-00-3 
607-035-00-6 


612-083-00-6 


Supplemento ordinorio alla GAZZETTA UFFICIALE 


=—r—__ eti1t.‘’et.@1@mm—6@—’ttrreerIiggcm’’i:.i e SQ eee e 


Simb. 


F-%n 


Xn 
Xn 


F-Xi 


F-T 


Xi 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


R s 

12 9-16-29-33 

11-20 9-16-24/25 

n 9-16-33 

1. 9-16-33 

20 24/25 

10-20 25 

ui 16-23-29-33 

36 26 

11-20/22-36/37/ 9-16-33 

38 

26 1/2-2/9-24/25-27 
-45 

11-23-36/37/38 9-16-33-44 

12 9-16-33 

21-23/25-37/38-  36/37-36-44 

40 

12-23/24/25 9-30-43-44 

-36/37/38 

10 23 

24/25 20-37-44 

u 16-23-29-33 

10-36/37 23 

10 23 

21/22-34 26-36 

38 24 

10-20/22 24/25 

13-29 18-25 

11-36/37/38-43  9-16-29-33 

45-20-36/36 53-44 


Serie generale - n 


. 38 


Note 


LI) 


15-2-1990 


Numero 


d'ordine 


(**) 715 


716 
71? 
718 
719 


720 
rei 


722 
723 
724 


725 
726 


727 
728 
729 
730 
731 


732 
733 


734 
735 


736 
737 
738 
739 


740 
tl 


742 
743 


SOSTANZA Rif. 


sost. 


Meti1-ONN-azossimetile acetato 
7-{N-Metil-ossicarbamoi])-2-metil-2,3-dî n. 337 
idrobenzofurano 
Metilossirano 
2-Metil-2,4-pentandiolo 
4-Metilpentan-2-0lo 
4-Netil-pentan-2-one 
4-Metilpent-3-en-2-one 
2}(3-Metil-iH-pirazo]-5-i1]-N,N-dimeti?- n. 438 
carbammato 
1}3-{(dimetil-carbamoil-0ssi)-S-metil-1H- 
pirazo1l-12i]-(K,N-dimeti]-carbamnide) 
2-Metilpiridina 


n. 863 


4-Metilpiridina 


N-Meti]-2-pirro]idone 

2-Metilpropan-2-0l0 

2-Metil-2-propene nitrile 
{6-{1-Heti]-propit)-2,4-dinitro-fenii)-3 n. 183 
3-dimetil-acrilato 

6-(1-Meti?propi!}-2,4-dinitrofenolo 

alfa-Meti]stirene 

a-Metiîstirene 

W-Meti]-N-2,4,6-tetranitroanilina 

2-Metil-2-tiometil-propionaldeid-0-(N-me n. 

til-carbamoil)-ossima 

N-Metiltoluidina 

Hetiltriclorosilano 

Metil-vini]l-etere 

Hetiocarb 

2-Metossi-anilina 

4-metossi-anilina 

(2-Matossicarboni]-1-metiì-vinil)dimeti] 

-fosfato 

2-Metossietanolo 

2-Matossietil-acetato 

S-(N-(2-Metossieti]}-carbamoil-meti1)-0, n. 

O-dimetil-ditiofosfato 
4-Metossi-4-meti]-2-pentanone 

4-Metossi-2-nitroani lina 
$-((5-Metossi-4H-piron-2-11)-meti]}-0,0- n. 

dimetil-tiofosfato 

1-Metossi-2-propanolo 

Metoxuron 

Mevinfos 

Mipafox 

Monobromometano n. 
Manoclorobenzene 
Monoclorcetano 
Monoclorometano 
Manocloropentano 
Monocloropropano 


n. 473 
n. 643 


? 


n. 738 


90 


500 


n. 302 


CAS n. 


592-62-1 


107-41-5 
108-11-2 
108-10-1 
141-79-? 


109-06-8 
108-89-4 


872-50-4 
75-65-0 
126-98-7 


611-15-4 
479-45-8 


75-79-6 
107-25-5 


90-04-0 
104-94-0 


109-86-4 
110-49-6 


107-20-0 
96-96-8 


107-98-2 
19937-59-8 
298-01-1 
371-86-8 


108-90-7 
75-00-3 


2965-63-1 
540-54-5 


N. CEE 


611-004-00-2 


603-053-00-3 
603-008-00-8 
805-004-00-4 
606-009-00-1 


613-036-00-2 


613-037-00-8 


508-021-00-7 
603-005-00-1 
608-010-00-2 


601-028-00-1 
612-017-00-6 


612-055-00-3 
014-004-00-5 
603-021-00-9 
006-023-00-2 
612-035-00-4 


603-011-00-4 
607-036-00-1 


806-023-00-8 
612-038-00-0 


603-064-00-3 
006-033-00-? 
015-020-00-5 
015-062-00-4 


602-033-00-1 
602-009-00-0 


602-022-00-1 
602-018-00-X 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA Ut FICIALE 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


Serie generale - n, 38 


Simb. R $ 
T 45-47 53-44 
Xi 36/38 
Xi 10-37 24/25 
F il 9-1$-23-33 
Xn 10-20/21/22 25 
Xn 10-20/21/22-36/ 26-36 
37 
T 10-20/22-24-35/ 26-36-44 
37/38 
Xi 36/38 «i 
FeXn 11-20 9-16 
F-T  11-23/24/25-43  9-16-18-29-45 
Xn 20 24 
E-T 2-23/24/25-33 35-44 
T 23/24/25-33 28-36/37-44 
F-Xi 11-14-36/37/38 26-39 
F 13 9-16-33 
T 23/24/28 2-13-44 
T 26/27/28-33 28-26/37-45 
Xn 10-20/21/22-37 24/25 
Xn 10-20/21 24 
10 23 
T 26/22/28-33 28-36/37-45 
10 24 
Xn 20/21/22 2-13 
T 26/27/28 1-13-28-45 
T 26/27/28-39 1-13-45 
Xn 10-20 24/25 
F 13 9-16-33 
F-Xn 11-20/21/22 9-29 
F-Xn 11-20/21/22 9-29 


Note 


D) 


15-2-1990 Supplemento orditario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


Numero SOSTAEKZA Rif. CAS n. M. CEE 
d'ordine sost: $imb. R $ Note 
744 Monoclorutoluene è 95-49-8 602-040-00-X Xn 20 24/25 £ 
m 108-41-8 
p 106-43-4 
245 Monocrotophos 6923-22-4 015-072-00-9 T 28/27/28 1-13-28-45 
746 Monofluorcacetamide 640-19-7 616-002-00-5 T 26/27/28 1/2-20-22-26-45 
747 Monofluoroacetati solubili 607-082-00-2 T 28 1/2-20-22-26-45 A 
748 Monolinuren 006-032-00-1 Xn 20/21/22 2-13 
(**) 749 Monuron 150-68-5 005-042-00-6 Xn 22-40 36/37 
750 Morfamquat ed i suoi sali 613-018-00-4 Xn 20/21/22 2-13 A 
75! Korfolina 110-91-8 613-028-00-9 € 10-20/21/22-34 23-36 
752 Morphetion 144-41-2 015-058-00-2 T 23/24/25 2-13-44 
753 Nabam 142-59-6 006-014-00-3 Xn 22-38 2-13 
754 2-Naftilamina 91-59-8 612-022-009-3 1 ‘45-22 53-44 E 
beta-Naftilamina n. 754 


+ 755 


> 


alfa-Naftilamina (contenente 1% e piu’ 
dt 2-naftilamina) 

755 l-Naftilamina (contenente 1% e piu' di 134-32-7 612-021-00-8 T 26/27/28-39 22-27-36-45 
2-naftilamina) 
alfa-Naftilamina (contenente meno di 1% n. 756 
di 2-naftilamina) 


756 1-Hsftilamina {contenente meno di 1% di 134-32-7 612-020-00-2 Xn 20/21/22-33 22-36 
2-naftilamine) 

757 2-MNaftilamins sali 612-071-00-0 T 45-22 53-44 AE 

258 Naftilen-1,5-diisocianato 3173-22-68 615-007-00-X Xn 20-36/37/38-42 28-28-38-45 
2-{1-Nafti1}-indan-1,3-diona n. 759 

759 Naftilindandione 606-015-00-4 T 25 2-13-44 
1-(1-Nafti?)-2-ttourea n. 137 
1-Kaftiltiourea n. 137 

760 2-Naftolo 135-19-3 604-007-00-5 Xn 20/22 24/25 
beta-Naftolo n. 750 

251 Naled 300-76-5 015-055-00-6 Xn 20/21/22-36/37 2-13 


N(2)-{4-Cloro-o-toli])-H{1), N(1)-dime n. 287 
tilformamidina, cloridrato 
#{2}-(4-Cloro-o-toli1)-N(1),N(1)-dimetil n. 286 
formamidina 

N2-{4-Cloro-a-toli1}-Nî .N1-dimetilformam n. 286 
idina 

#2-(4-cloro-o-to151)}-N1,Nl-dimetilformam n. 287 
dina, cloridrato 


Neopentano n. 451 
7262 Nichel carbonile 13463-39-3  028-001-00-1 F-T 11-26-40 9-23-45 
763 Nicotina 54-11-5 614-001-00-4 T 26/27/28 1-13-28-45 
764 Nicotina sali 614-002-00-X T 26/27/28 1-13-28-45 A 
Nitrile butirrico n. 229 
765 5-Nitroacenaftene 602-87-9 609-032-00-2 7 45 53-44 
766 Nttroanilina D) 99-09-2 $12-012-00-3 T 23/24/25-33 28-36/37-44 Cc 
L.) 88-74-4 
p 100-01-6 
2-Nitro-p-anisidina n. 735 
767 NRitrobenzene 98-95-3 609-003-00-7 T 26/27/28-33 28-36/37-45 
Nitrobenzolo n. 767 
768 Nitrocellulosa contenente non piu' del 603-037-01-8 F ll 16-33-37/39 
12,6% d'azoto 
769 Nitrocellulosa contenente piu' del 12.6 9004-70-0 603-037-00-8 E 1-3 35 
% d'azoto 


1:5-2-1990 
Numero SOSTANZA Rif. CASN. 
d'ordine sost. 
770 Mitroetano 79-24-3 
77} 4-Nitrofenolo 100-02-? 
p-Nitrofenolo n. 721 
172 Nitroglicerina 55-63-0 
773 Nitroglicol 628-96-6 
Nitromannite n. 658 
774 Nitrometano 75-52-5 
(* ) 275 2-Nitronaftalene 581-89-5 
776 1-Nitropropano 108-03-2 
777 2-Nitropropano 79-46-9 
278 4-Nitrosoanilina 859-49-4 
N-Nitrosodimetilamina «N. 449 
779 2-Nitrotoluene (1) e 88-72-2 
4-nitrotoluene (2) 99-99-0 
780 Nitrotoluidina 28626-13-3 
o-Nitrotoluolo (1) n. 779 
p-nitrotoluolo (2) 
781 Norbormide 991-42-4 
282 2-Norbornile acrilato 10027-06-2 
783 Qleum (conc. S$03 compresa tra 20% e 
65%) 
784 fOmetoato 
785 Osmio tetrossido 20816-12-0 
786 Ossidematon metile 301-12-2 
73) Ossidietilen bis(cloroformiato) 106-25-2 
288 Ossido di bis(clorometile) 542-88-1 
Ossido rameoso n. 871 
789 Ossigeno liquido 7782-44-7 
Ossirano n. 553 
1,3,4,5,6,7,8,8-Ottacloro-1,3,3a,4,7,7a- n. 636 
esaidro-4,7-endo-metan-isobenzofurano 
1.2,4,5,6,7,8,8-Ottacloro-3a-4,7,7a-tetr n. 285 
aidro-4,7-metanoindano 
Ottameti]1-difosforamide n. 874 
730 Ottano 111-65-9 
4-Ottil-2,6-dinitrofenile crotonato e 6- n. 469 
otti1-2,4-dinitrofenite crotonato misce? 
a di isomeri 
4-Ottil-2,6-dinitrofenile metilcarbonato n. 470 
a G-ottil-2,4-dinitrofenile metilcarbon 
ato miscela di isomeri 
791 Cubaina 36-06-6 
792 Qxidisulfoton 2497-07-6 
793 Papaverina 58-74-2 
794 Papaverina sali 
795 Paraldeide 123-63-7 
796 Paraquat e suci sali 1910-42-5 
797 Paration 56-38-2 
7398 Paration-metile 298-00-0 
PCB n. 830 
799 Pebulate 1114-71-2 
800 Pentacloroetano 26-01-? 
801 Pentaclorofenolo 87-66-5 
802 Pentaclorofenolo sali alcalini 
803 Pentacloronaftalina 


_ 3> 


N. CEE 


609-035-00-1 
609-015-00-2 


603-034-00-X 
603-032-00-9 


609-036-00-? 
609-038-00-8 
609-001-00-8 
609-002-00-1 
$12-011-00-3 


609-006-00-3 


612-025-00-X 


650-004-00-7 
607-121-00-3 
016-019-00-2 


015-065-00-6 
076-001-00-5 
015-046-00-7 
607-141-00-2 
603-046-00-S 


008-001-00-8 


601-009-00-8 


$14-025-00-5 
015-096-00-X 
614-018-00-7 
614-019-00-2 
605-004-00-1 
613-006-00-9 
015-034-00-1 
015-035-00-7 


006-034-00-2 
802-017-00-4 
604-002-00-8 
604-003-00-3 
602-041-00-S 


Simb. 


Xn 
Xn 


Supplemento ordinario ala GAZZETTA UFFICIALE 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


R 


10-20/22 
20/21/22-33 


3-26/27/28-33 
2-26/27/28-33 


5-10-22 

45 
10-20/21/22 
45-10-20/22 
20/21/22 


23/24/25-33 


23/24/25-33 


23/24/25 
21-38-43 
14-35-37 


23/24/25 
26/27/28-34 
23/24/25 
22-38-41 
45-10-22-24-26 


8-34 


u 


23/25-33 
26/27/28 
22 
22 
ui 
26/27/28 
26/27/28 
26/27/28 


20/21/22 
26/27 
23/24/25 
23/24/25 
21/22-36/38 


$ 


9-25-41 
28 


33-35-36/37-45 
33-35-36/37-45 


4l 

53-44 

9 
53-9-44 . 
29028. 


28-37-44 


28-36/37-44 


2-13-44 
28 
26-30 


2-13-44 
7/9-26-45 
2-13-44 
23-26 
53-45 


21 


9-16-29-33 


12-13-45 


9-16-29-33 
1-13-45 

1-13-28-45 
1-13-28-4S 


2-13 
1-38-45 
28-36/39-44 
28-36/39-44 
36 


Serie generale - n. 38 


Note 


15-2-1990 


Nuniera 
d'ordine 


804 
805 


806 
807 


808 


809 
810 


811 
Bi2 
813 
B14 


815 
816 
817 
818 


819 
. 820 
821 
822 
823 
824 
825 
826 
827 
828 
829 


830 
831 


832 
833 
834 
835 
836 
837 
838 
839 
840 


Supplemento ordinario dla GAZZETTA UFFICIALE 


SOSTANZA Rif. 


sost. 


Pentaeritrito] tetraacrilato 
Pentaeritrito] triacrilato 
Pentaetilenesamina 
2,4-Pentandione 


n. 928 


-‘Pentano {1) ed 


isopentano {2} 
3-Pentanone 
Pentrite 
Percloroetilene 
Perfluorepropene 
Phosatfetim 
Phosniclor 
2-Picolina 
4-Picolina 
Picrati 
Pilocarpina 
Pilocarpina sali 
2-Pinanile idroperossido 


n. 942 
n. 931 
n. Sig 
SS\ISVOS nX o E-U0-£110-3. 
n. 720 
n. 72) 


Pinano idroperossido n. 814 
Pindone 

Piombo alchili 

Piombo szoturo 

Piombo composti, esclusi quelli espressa 
mente indicati in questo allegato 

Piombo esafluosilicato 

Piombo 2,4 ,6-trinftroresorcinato 
Piperazina 

Piperidina 

Pirazoxon 

Piretrina ] 

Piretrina Il 

Piretrine,comprese le cinerine 

Piridina 

Pirimicarb 

Pirimifos-etile 

Pirocatecolo n. 
Pirogallolo n. 
Policlorodi fenili 

Polietilenamina 

Potassa caustica n. 
Potassa caustica soluzione conc.comprasa n. 
tra 1% e 5% 

Potassa caustica soluzione conc. sup. a n. 
5% 

Potassio 

Potassio bicromato 

Potassio bifluoruro 

Potassio bromato 

Potassta clorato” 

Potassio cromato 

Potassio fluoruro 

Potassio idrossido 

Potassio idrossido soluzione conc.compre 
sa tra 1% e SX 


422 
989 


839 
840 


841. 


CAS n. N. CEE 
607-122-00-9 
3524-68-3 607-110-00-3 
123-54-6 606-029-00-0 
109-66-0 601-006-00-1 
78-78-4 
98-22-0 606-006-00-5 
4104214-7  015-092-00-8. 
rDI5-043-00-0 
609-010-00-5 
92-13-7 614-016-00-6 
614-017-00-1 
617-005-00-4 
83-26-1 606-016-00-X 
082-002-00-1 
13424-46-9 . 082-003-00-7 
082-001-00-6 
1310-03-8 = 009-014-00-1 
17994-50-6  609-019-00-4 
110-85-0 612-052-00-4 
110-89-4 $13-027-00-3 
108-34-9 015-023-00-1 
121-21-1 613-023-00-1 
121-29-9 613-024-00-7 
613-022-00-6 
110-86-1 613-002-00-7 
23103-98-2 006-035-00-8 
5221-49-8 = 015-099-00-6 
602-039-00-4 
612-065-00-8 
7440-09-7  019-001-00-2 
2778-50-9 = 024-002-00-5 
7789-29-9 009-008-00-9 
2758-01-2 035-003-00-6 
017-004-00-3 
7789-00-6 = 024-006-00-8 
7789-23-3 009-005-00-2 
1310-58-3 019-002-00-8 
019-002-02-2 


Simb. 


Serie generale - n. 38 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


R $ Note 
36/38-43 - 26-39 D 
36/38-43 7 39 D 
10-22 21-23-24/25 
li 9-16-29-33 
I 9-16-33 
26/27/28 1-13-28-45 
20/21622m01 6040 Leti, 4 


s (I) ansufotortr@-S  eCK 


3-23/24/25. 28-35-37-44 A 

26/28” 1-25-45 

26/28 1-25-45 A 

11-35 3/7/9-14-27-37 
139 

25 2-13-44 

26/27-28-33 13-26-36/37-45 A 

3-20/22-33 33-34-35 

20/22-33 13-20/21 A 

20/22-33 13-20/21-24/25 

3-20/22-33 - 33-34-35 

34 26-36 

11-23/24-34 16-26-27-44 

26/27/28 1-13-28-45 

20/21/22 2-13 

20/21/22 2-13 

20/21/22 2-13 

11-20/21/22 26-28 

23/24/25 2-13-44 

23/24/25 2-13-44 

33 35 c 

21/22-34-43 26-36/37/39 

14/15-34 5-8-43 

36/37/38-43 22-29 

25-34 22-26-37 

9 24/25-2? 

9-20/22 2-13-16-27 

36/37/38-43 22-28 

23/24/28 1/2-26-44 

35 2-26-37/39 

36/36 2-26 8 


15-2-1990 


Numero 
d'ordine 


841 


842 
843 
844 
845 
846 
847 


848 
849 
850 
.851 
‘852 
(* ) 853 
854 


(* ) 855 
856. 


857 
858 


859 
860 


861 


862 
(**) 863 


864 
865 


866 
867 
868 
869 
870 
871 
872 


873 


SOSTANZA 


Potassio idrossido soluzione conc. sup. 
a 5% 

Potassio nitrito 

Potassio perclorato 

Potassio permanganato 

Potassio polisotfuri 

Potassio solfuro 

Prodotto di reazione: Bisfenolo-A-epiclo 
ridrina. Resine epossidiche(peso moleco? 
are medio minore 0 uguale a 700) 
Promecarb 

Propaclor 

Propanale 

Propanii 

«Propano 

3-Propanolide 

i-Propanalo e 

2-propanolo 

1,3-Propansultone 

2-Propenale 


2-Propen-i-olo 


Propilbenzene ed isopropilbenzene 
S-Propil-N-butil-N-etiltiocarbamnato 
n-Propi! cloroformiato 

Propile acetato (1) ed 

isopropile acetato (2) 

Propile bromuro 

Propile cloruro 

Propile formiato (1) ed 
isopropile formiato 

Propilene 

Propilene ossido 


Prapilenimina 

n-Propile propionato 

Prop-2-in-i-olo 

1,3-Propiolattone 

Propionile cloruro 

Propoxur 

Protoato 

Proxan-sodio 

Rame (I) cloruro 

Rame (1) ossido 

Rame naftenato 

Resorcina 

Rotenone 
(1R,45,425,5R,6R,75,85,8aR)-1,2,3,4,10,1 
0-esacloro-6,7-epossi-1,4,4a,5,6,7,8.82- 
ottaidro-1,4:5,8-dimetanonaftalene 
(1R,45,425,55,88,8aR)-1,2,3,4,10,10-Esa 
cloro-1,4,4a,5,8,8a-esaidro-1,4:5.8-dime 
tanonaftalene 

Sale di cromo dell'acido cromico (VI} 


Rif. 
sost. 


+ 299 


+ 200 
« 763 


. 889 


n. 853 


. 423 


. 404 


78 


. 319 


CAS n. 


7$58-09-0 
7778-74-? 
7722-64-? 


ìî312-73-8 
25068-38-6 


1918-16-7 
123-38-6 


24-98-6 
57-57-8 
71-23-8 
67-63-0 
1120-71-4 
107-02-8 


107-18-6 
98-82-8 


109-61-5 
109-60-4 
108-21-4 


625-55-8& 
110-74-? 
115-07-1 
75-56-9 


106-36-5 
107-19-7 


79-03-8 
114-26-1 
2275-18-5 


7758-89-6 
1317-39-1 
1338-02-9 


83-79-4 


N. CEE 


019-002-01-5 


007-011-00-X 
017-008-00-5 
025-002-00-9 
016-007-00-7 
016-006-00-1 
603-074-00-8 


006-037-00-9 
616-008-00-8 
605-018-00-8 
616-009-00-3 
601-003-00-5 
606-031-00-1 
603-003-00-0 


016-032-00-3 
605-008-00-3 


603-015-00-6 
801-024-00-X 


607-142-00-8 
607-024-00-6 


607-016-00-2 


601-011-00-9 
603-055-00-4 


607-030-00-9 
603-078-00-X 


607-093-00-2 
006-016-00-4 
015-032-00-0 
006-024-00-8 
029-001-00-4 
-029-002-00-X 
029-003-00-5 


650-005-00-2 


Suppicimento ordinorio alli GAZZETTA UFFICIALE 


Simb. 


Fa-T 


Serie generale - n. WB 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


35 


8-25 
9-22 
B-22 
31-34 
31-34 
36/38-43 


23/24/25 
20/21/22-36 
11-38/37/38 
20/21/22 

13 
45-26-36/38 
i 


45-21/22 
1i-23-36/37 
138 
11-26-36/37 
138 

10-37 


10-23-34 
u 


13 


13 


45-12-20/21/22- 


36/37/38 


10 
10-23/24/25-34 


11-14-34 
23/24/25 
26/27/28 
22-38 

2è 

22 

10-22 


23/24/25 


$ 


2-26-27-37/39 


4 


2-13-22-27 


2 

26 

26 
è8-37/39 


2-13-44 
2-13 
9-16-29 
2-13 
9-16-33 
53-45 
7-16 


53-44 
29-33-44 


16-39-45 


26-36-44 


16-23-29-33 


9-16-33 


$-16-33 


$3-3/7/9-16-33- 


4 


26-28-36-44 


9-16-26 
2-13-44 
1-13-45 
2-13 

2 

22 


2-13-44 


e e a 


Note 


E 


15-2-1990 


Numero 
d'ordine 


874 
875 
876 
877 
878 


879 


885 


886 
887 
888 
889 


890 


891 
892 


893 


894 
895 
896 
897 
898 


899 


900 
901 
902 


203 
904 
905 
906 


907 


SOSTANZA 


Schradan 
Scopolamina 
Scopolamina sali 
Selenio 


Selenio composti tranne il solfoseleniyr 


ro di cadmio 
Silicio tetraclororo 
Soda caustica anidra 


Soda caustica soluzione conc.compresa tr n. 889 


a 1% e 5X 


Soda caustica soluzione conc. sup. a SX n. 890 


Sodio 

Sodio azoturo 
Sodio bicromato 
Sodio bifluoruro 
Sodio carbonato 


Sodio clorato 


Sodio-4-(dimetilamino}-benzene-diazoso]f n. 570 


onato 

Sodio fluoruro 

Sodio idrosolfito 
Sodio idrossido anidro 


Sodio idrossido soluzione conc.compresa 


tra ik e Sk 


Sodio idrossido soluzione conc. sup. a 


S% 
Sodio idruro 


Sodio ipoclorito soluzione conc: CI at- 


tivo sup. a 10% 


Sodio ipoclorito soluzione conc. C1 atti 


vo compresa tra SX e 10% 

Sodio nitrito 

Sodio perclerato 

Sodio perossido 

Sodio polisolfuri 

Sedio solfuro 
Sodio-p-toluen-K-clorosulfamide 
Solfonitrica miscela con conc. KN03 
sup. a 30% 

$0]forile cloruro 

Stagno tetracloruro 


Stagno tributile,compasti,esclusi quel 
li espressamente indicati in questo alle 


gato 

Stagno tributile linoleato 
Stagno tributile naftenato 
Stagno tributile aleato 


Stagno tricicloesile,composti.esclusi qu 
el}# espressamente indicati in questo al 


legato 


Stagno triesile,composti.esclusi quelli 
espressamente indicati in questo alle- 


‘gato 


4 - Libreria - S.D.G.U. n.39 


n. 284 


152-16-9 
51-34-3 


10028-04-7 


7440-23-5 
26628-22-8 
10588-01-9 


497-19-8 


24551-51-7 
7775-09-9 


7681-49-4 
7775-14-6 
1310-73-2 


7646-89-7 


7632-00-0 
2601-89-0 
1313-80-6 


1313-82-2 


77381-25-5 
7646-73-8 


cdi 


H. CEE 


015-026-00-8 
614-014-00-5 
614-015-00-0 
034-001-00-2 
034-002-00-8 


014-002-00-4 


011-991-08-0 
011-004-00-7 
024-004-00-? 
009-007-00-3 
011-005-00-2 


017-005-00-9 


009-004-00-7 
016-028-00-1 
011-002-00-6 
011-002-02-0 


011-002-01-3 


001-093-00-X 
017-011-00-1 


01?-017-01-38 


007-010-00-4 
017-010-00-8 
011-003-00-1 
018-010-00-3 
0i6-009-00-8 


0L?-005-00-7 


015-015-00-6 
050-001-00-5 
050-008-90-3 


050-015-00-1 
050-N16-00-7 
050-014-00-6 
050-012-00-5 


050-010-00-4 


Siad. 


Xn 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


R 


26/27/28 
26/22/28 
26/27/28 
23/25-33 
23/25-33 


14-36/37/38 


14/15-34 
28-32 
36/37/39-43 
25-34 

36 


9-20/22 


23/24/25 
?-22-31 
35 
36/38 


35 


15 
31-34 


31-36/38 


8-25 
9-22 
8-35 
31-34 
31-34 


8-35 


14-34-37 
34-37 
23/24/25 


20/21/22 
20/21/22 
20/21/22 
20/21/22 


20/21/22 


5 


1-13-28-45 
1-25-45 
1-25-45 
20/21-28-44 
20/21-28-44 


758-26 


5-8-43 
28 
22-28 
22-26-37 
22-26 


2-13-16-27 


1/2-26-44 
7/8-26-26-43 
@-26-37/39 
2-26 


2-26-27-37/39 


7/8-24/25-43 
2-28 


2-25 


da 
2-13-22-27 
8-27-33 
26 

28 


23-28 30-38 


p4:) 
7/8-28 
26-27-28-44 


26-28 
28-28 
26-28 
@6-28 


26-28 


Serie generale - n. 33 


Mote 


15-2-199%0 


—_ 


Numero 


d'ordine 


908 


909 


210 


sti 


912 


913 


(1*) 914 
(**} 915 
916 
917 
918 
919 
(**) 920 


92ì 
922 
923 
924 
925 


926 
927 
928 


928 
930 
(**) 931 
932 
933 
934 


Supplemento ordinario alta GAZZETTA UFFICIALE 


SOSTANZA 


Stagno trietile.composti esclusi quelli 
espressamente indicati in questo alle- 
gato 

Stagno trifenile acetato 

Stagno trifenile ,composti.esclusi quel- 
}i espressamente indicati in questo alle 
gato 

Stagno trifenile idrossido 

Stagno trimetile,composti.,esclusi quelli 
espressamente indicati in questo alle- 
gato 

Stagno triottile,compesti.esclusi queili 
espressamente indicati in questo alle- 
gato 

Stagno tripentile, composti esclusi quel- 
Ti espressamente indicati in questo alle 
gato 

Stagno tripropile,composti.esclusi quel- 
if espressamente indicati in questo alle 
gato 

Stirene 

Stirene 0sstdo 

Stricnina 

Stricnina sali 

Strofantina-K 

Stronzio cromato 

Sulfallate 

4,4"-Sulfonildianiîina 

Sulfotep 

2,4,5-T 

Tallio 

Tallio composti 

TCA 

TDI 

TEPP 

2,4,5-T esteri e,.sall 
3,6,9,12-Tetraazatetradecano-1, 
14-diamina 

1,1.2,2-Tetrabromoetano 
1.1,2,2-Tetractoroetano 
Tetracloroetilene 
2,3,4.6-Tetraclorofenolo 
Tetraclorometano 
‘2,3,5,6-Tetracloro-4-(metilsulfonii)piri 
dina 
0,0,0,0-Tetraetil-ditto-pirofosfato 
Tetraetilenepentamina 
Tetraetit-pirofosfato 

Tetraidrofurano 
Tetraidro-2-furilmetanolo 
1,2,3,4-Tetraidro-l-naftile-idroperos 
sido 

Tetraidrotiofene 1.i-diossido 

Tetralina idroperossido 
N.N.N'.N'-Tetrameti?-p-fenilendiamina 


Rif. 
sost. 


n. 586 


n. 332 


n. 955 


n. 921 
n. 961 


n. 937 


CAS n. 


100-42-5 
96-09-3 
57-24-98 


7789-06-2 
95-06-7 
3689-24-S 
93-76-5 
7440-28-0 
650-S1-1 
107-49-3 
4067-16-? 
79-27-6 
79-34-5 
127-18-4 


58-90-2 
56-23-5 


109-99-9 
97-99-4 


126-33-0 


100-22-1 


N. CEE 


050-008-00-2 


0S0-011-00-X 


050-005-00-7 


050-013-00-0 


050-009-00-9 


050-007-00-8 


601-026-00-0 
603-084-00-2 
624-003-00-5 
614-004-00-0 
614-026-00-0 
024-009-00-4 
006-038-00-4 


015-027-00-3 


‘ 607-041-00-9 


081-001-00-3 
0681-002-00-9 


-607-005-00-2 - 


015-025-00-2 
607-042-00-4 
612-064-00-2 


602-016-00-9 
802-015-00-3 
602-028-00-4 
604-013-00-8 
602-008-00-5 
613-032-06-0 


603-025-00-0 
603-061-00-7 
G17-004-00-9 
016-031-00-8 


612-032-00-8 


Simb. 


Xi 


Xn 


giitxin 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


26/27/28 


23/24/25 


26/27/28 


36/37/38 


20/21/22 


23/24/25 


10-20-36/38 
45-21-38 
26/28 

26/28 


‘ 23/25-33 


45-22 
45-22 


26/27/28 
20/21/22-40 
@6/28-33 
26/28-33 

22 


26/27/28 
20/21/22-40 
34-43 


26-36 

26/27 

40 

25-36/38 
26/27 
21/22-36-43 


11-19-36/37 
36 

11-35 

22 


@0/21/22 


Serie generale - n. 38 


$ 


26-27-29-45 


@6-27-28-44 


@6-27-28-45 


26-28 


26-27-28-44 


23 

53-44 
1-13-45 
1-13-28-45 
da 

53-44 
53-44 


1-13-28-45 
2-13 
2-13-28-45 
2-13-28-45 
24/25 


1-13-28-45 
2-33 
26-36/37/39 


1-24-27-45 
2-38-45 
23-36/37 
26-28-37-44 
2-38-45 
26/28 


16-29-33 

39 
3/7/9-14-27-37/ 
39 

25 


Note 


15-2-1990 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 


Serie generale - n. 38 


Numero 
d'ordine 


940 
941 
942 
943 


944 


945 
946 
947 
{* ) 948 
949 
950 


951 


(**) 952 
953 


954 
955 
956 
957 
953 
959 
960 
961 
962 
963 
954 


985 


(**) 966 
967 
{®*} 968 


SOSTANZA 


Rif. 
sost. 


N,N,N',N°-Tetrametil-fosforodiamido-fiuo n. 426 


ruro 
Tetrametiltiourame disolfuro 
1,2,3,4-Tetranitrocarbazolo 
Tetranitronaftalina 
Tetranitropentaeritrite 


0,0,0.0-Tetrapropile ditiopirofosfato 


Tetrile 

Thioquinox 
Tiocarbami de 
2,2"-Tiodietanolo 
Tiodiglice1 

Tiometon 

Tlonite cloruro 
Tiourea 

Tiram 

Titanio tetracloruro 
TNT 

2-Tolidina 

o-Tolidina 

o-Tolidina sali 
2,4-Toluen-diisocianato 
2,6-Toluen-diisocianato 
Miscele di (1) e (2) 
Toluene 

Toluidina 
m-Toluilendiamina solfato (1) 
p-toluilendiamina solfato (2) 
Tosilisocianato 
Toxafene 

Trementina olio 
Trialchilborani 
Triallate 

Triami fos 

Triarimo] 


3,6.,9-Triazaundecan-1,11-diamino 


1.2,4-Triazol-3-ilamina 
Tribromometano 


(1) 
12) 


Tributit-(2,4-diclorobenzii)-fosfonio 


Tributitfosfato 
Tricicloesilstagno idrossido. 
Triclorfon 

Tricloroacetato sale sodico 
Tricloroacetonitrile 


5-(2,3,3-Tricloro-a1111}-diisopropil-tio 


carbammato 


2,2,2-Tricloro-1,1-bis(4-cloro-fenil)-et 


anolo 


1,2î,1-Tricloro-2.2-b1s(4-clorofenit}etan 


(.] 
1,1,1-Triclorcetano 
1,1,2-Tricloroetano 
Trictoroetilene 


1,2-0-(R}-(2,2,2-Tricloro-etitiden)-glue 


ofuranosio 


n, 949 


n. 728 


n. 948 
n. 946 


n. 252 


n. 108 


n. 279 


n. 925 


, 958 


. 400 


n. 336 


n. 283 


CAS n. 


28483-24-9 


78-11-5 
3244-90-4 


93-75-4 
131-46-8 
640-15-3 
7719-09-7 
62-56-6 


137-26-8 
7550-45-0 


584-64-9 
91-08-7 


108-88-3 
26915-12-8 


6369-59-1 
4083-64-1 


8006-64-2 


2303-17-5 
1031-47-6 


112-57-2 


75-25»? 


126-73-8 


52-68-65 


545-06-2. 


?i-55-6 
79-00-5 
79-01-8 


N, CEE 


613-003-00-2 
609-014-00-7 
603-035-00-5 
015-081-00-8 


613-019-00-X 


603-081-00-6 
015-050-00-9 
016-015-00-0 
612-082-00-0 
006-005-00-4 
022-001-00-5 


615-006-00-4 


801-021-00-3 
612-024-00-4 
612-030-00-7 


615-012-00-7 
650-002-00-6 
005-004-00-6 
006-039-00-X 
015-024-00-7 
803-043-00-9 
612-060-00-0 
602-007-00-X 
015-014-00-2 
015-021-00-0 


608-002-00-9 


602-013-00-2 
602-014-00-8 
602-027-00-9 


Simb. 


Xn 


Xn 


Xn 
Xn 
Xn 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


1-20/21/22 
2-20/21/22-33 
3 

20/21/22 


20/22 


36 
23/24/25 
14-34-37 
22-40 
22-38 
14-34-36/37 


@6-36/37/38-42 


11-20 
23/24/25-33 
20/21/22 


14-36/37/38-42 
10-20/21/22 
17-34 

20/22 
26/27/28 
20/22 
21/22-34-43 
23-36/38 

22 

20/21/22 


23/24/25 


20 
20/21/22 
40 


I 


26-28-38-45 


16-25-29-33 
28-36/37-44 
28 


26-28-30 


2 
7-23-26-36-43 
2-13 

1-13-45 

2-13 
26-36/37/39 


28-44 
25 


2-13 


24/25 
9 
23-36/37 


Note 
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CLASSIFICAZIONE ED EFICRETTATURA 


Numero SOSTANZA Rif. CAS n. W. CEE 
d'ordine sost. Simb. R s Note 
0-(2.4,5-Tricloro-feni1)-0,0-dimetiltiof n. 572 
osfato 
969 2,4,5-Triclorofenolo (1) 95-95-4 604-012-00-2 Xn 22-36/38 26-28 
2,4,6-triclorofenolo (2} 88-06-2 
2-(2,4,5=Triclorofenossi)-etil-2,2-diclo n. 517? 
ropropionato 
(**) 970 Triclorometano 67-66-93 602-006-00-4 Xn 20/22-38-40-48 36/37 
$?1 Tricloronato 327-98-0 015-098-00-0 T 28/27/28 1-13-45 
972 Tricloronitrometano 76-06-2 610-6001-00-3 T 26/27/28- 26-36-45 
36/37/38 
973 1,2,3-Tricloropropano 96-18-4 602-062-00-X Xn 20/21/22 32/39 
974 Triclorosilano 10025-78-2  014-001-00-3 F 15-17 24/25-43 
975 Tricloro-s-triazina-2,4,6-trione 87-90-1 €13-031-00-5 0-Xn 8-22-31-36/37 8-26-41 
976 alfa,alfa,alfa-Tricloratoluene 98-07-7 602-038-00-9 Xn 20 24/25 
977 2.4,6-Tricloro-1,3,5-triazina 108-77-0 613-009-00-5 Xi 36/37/38 28 
978 Tricresilfosfati(miscele contenenti 015-017-00-9 T 23/24/25-39 20/21-28-44 
piu'del 1% di ortocrasolo esterificato) 
979 Tricresilfosfati (miscele non contenenti 015-018-00-4 Xn 21/22 28 
piu'de? 1% di ortocresolo esterificato) 
980 Tricresilfosfato (0-0-0,0-0-m.0-0-p,0-m- 1330-28-5 015-015-00-8 T 23/24/25-39 20/21-28-44 
m,0-Mm-p,0-p-p} 
981 Tricresilfosfato (m-m-m,.m-m-p,m-p-p.p-p 015-01$-00-3 Xn 21/22 28 
-p) 
982 Tridemorph 613-026-00-5 Xn ‘20/21/22 @-13 
363 2,4,6-Tri{dimetil-aminometil)fenolo 90-72-2 603-069-00-0 Xn 22-36/38 26-28 
Trielina n. 968 
984 Trietilamina 121-44-8 612-004-00-5 F-Xi 11-36/37 16-26-29 
985 Trietilenglicole diacrilato 607-126-00-0 Xi 36/38-43 06-28 
Trietitentetramina n. 357 
986 Trietilfosfato 78-40-0 015-013-00-7 Xn 22 25 
98? Trifenil fosfito 101-02-0 015-105-00-7 Xi 36/38 28° 
988 alfa,alfa.alfa-Trifluorotoluene 98-08-8 602-056-00-7 f li 16-23 
989 1,2,3-Tritdrossibenzene 87-66-1 604-009-00-6 Xn 20/21/22 
2-{Trimet{]-acetil}-indan-1,3-dione n. 815 
990 Trimetii borato 121-43-7 005-005-00-1 Xn 10-21 23-25 
991 3,5,5-Trimeti1-2-cicloesen-(1}-one 78-59-1 606-012-00-8 Xi 36/37/38 26 
992 2,2,4-Trimetilesametiten-1.6-diisociana 16938-22-0 615-010-00-6 T 23-36/37/38-42  26-28-38-45 
to {1} 
2,4,4-Trimetilesametilen-1,6-diisociana 15646-96-S 
to(2) 
Miscela di (1) e (2) 
‘993 Trimetilolpropan triacrilato 15625-89-S' 607-111-00-9 Xi. 36/38-43 39 
994 2,4,4-Trimetil-1-pentene 601-031-00-8 F 1l 9-16-29-33 
995 2,4,6-Trinitroanisolo 606-35-3 609-011-00-0 È-Xn 2-20/21/22 35 
996 Trinitraobenzene 25377-32-6 603-005-00-8 E-T 2-26/27/28-33 35-45 
Trinitrobenzolo n. 996 
997 Trinitroclorobenzene 610-004-00-X E-T 2-26/27/28 35-45 
998 Trinitrocresolo 28905-71-7  669-012-00-6 E-Xn 2-4-20/21/22 35 
999 2,4,6-Trinitrofenoto 88-89-I 609-009-0D0-X E-T - 2-4-23/24/25 28-35-37-44 
1000 2,4,6-Trinttroresorcinolo 82-71-3 609-018-00-9 E-Xn 2-4-20/21/22 35 
1001 2,4,6-Trinitrotoluene 118-96-7 609-008-00-4 E-T. 2-23/24/25-33° 35-44 
1002 Trinitroxilene 28852-33-7  609-013-00-1 E-Xn, 2-20/21/22-33 35 
Trinitroxilolo n.,1062 
1003 1,3,5-Triossano 2110-88-30 605-002-00-0 Xn 228 24/25 
Triossimetilene n.1003 


Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE 


15-2-1990 
Numero SOSTARZA Rif. CAS n. 
d'ordine sost. 
1004 Tris(2-cloroetil}fosfato 115-98-8 
1005 Uranio 
1006 Uranio composti 
1007 Vamidoticn 2275-23-2 
1008. Vanadio pentossido 1314-62-1 
1009 Vinile acetato 108-05-4 
1010 Vinile bromuro 593-60-2 
{**}1011 Vinile cloruro 75-01-4 
Vinilidene cloruro n. 381 
2-Vini}toluene n. 725 
1012 Warfaria 81-81-2 
(**)}1013 m-Xilene 108-38-3 
{**}1014 0o-Xilene 95-47-6 
(**}1015 p-Xilene 106-42-3 
{**)10}6 Xflene, miscela di isomeri (se 11 punto 1330-20-7 
di infiammabilita' e" inferiore a 21 C) 
(**)1017 Xilene, miscela di iscmeri (se i} punto 1330-20-7 
di infiammabilità’ e' sup. o uguale a 
21 €) 
1018 Xilenolo 1300-71-6 
1019 Xilidina 1300-73-8 
1020 Zinco alchili 
1021 Zinco cloruro 7646-85-7 
1022 Zinco cromati, compresi il cromato di zi 
neo e potassio 
1023 Zinco fosfuro 1314-84-7 
1024 Zinco in polvere (piroforica) 7440-66-6 
1025 Zinco in polvere {stabilizzata} 
1028 Ziram 
102? Zirconio in polvere (piroforica} 7740-67-7 
1028 Zirconio in polvere (stabilizzata) 
1029 Zolfo dicloruro 10545-99-0 
1030 Zolfo monocloruro 10025-67-9 
1031 Zolfo tetracloruro 13451-08-6 


— 45 — 


N. CEE 


015-102-00-0 
092-001-00-8 
092-002-00-3 
015-059-00-8 
023-001-00-8 
607-023-00-0 
602-024-00-è 
602-023-00-7 


607-055-00-0 
601-039-00-1 
601-038-00-6 
601-040-00-7 
601-022-00-9 


601-022-01-6 


604-006-00-X 


612-027-00-0 
030-004-00-8 
030-003-00-2 
024-007-00-3 


015-006-00-9 


030-001-00-1 
030-002-00-7 
005-012-00-2 
040-001-00-3 
040-002-00-9 
016-013-00-X 
016-012-00-4 
016-014-00-5 


Simb. 


Xn 


o 


CLASSIFICAZIONE ED ETICHETTATURA 


22-36/38 


‘ 26/28-33 


26/28-33 
23/24/25 
20 

DUI 

13 

45-13 


28/27/28 

10-20/21-38 
11-20/21-38 
10-20/21-38 
11-20/21-38 


10-20/21-38 


24/25-34 
23/24/25-33 
14-17-34 

34 
45-22-43 


28-32 


15-17 
10-15 
22-38 
15-17 

15 
14-34-37 
14-34-37 
14-34-37 


Serie generale - n. 38 


$ 


20/21-45 
20/21-45 
2-13-44 

22 
16-23-29-33 
9-16-33 
53-9-16-44 


1-13-44 
25 
16-25-29 
25 
16-25-29 


25 


2-28-44 
28-36/37-44 
16-43 
7/8-28 
53-44 


1/2-20/21-22 
28-45 

7/8-43 
7/8-43 

2-13 

7/8-43 
7/8-43 

26 

26 

26 


Note 


o 


AE 


On 
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= e en SI 
==rrri 


ALLesato Il 


METODI DI PROVA 


I metodi di prova descritti servono alla determinazione di alcune proprietà 
tossicologiche ed ecotossicologiche enumerate nell’allegato II del decreto del 
Presidente della Repubblica 24 novembre 1981, n. 297. Sono descritti i metodi 
di prova adatti al livello 1 e al livello 2 di tale allegato, ma le prove non sono 
suddivise in funzione dei diversi livelli. 


— 4 — 
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PARTE B: METODÌ PER LA DETERMINAZIONE DELLA TOSSICITÀ 
INTRODUZIONE GENERALE: PARTE B 


STUDI A LUNGO TERMINE 


Studi croma, subrronia e di cancerogenesi 


Casarterizzazione della sostanza in esame e della miscela usato per È trattamento 


La comporzione della sostanza in esame, incluse le unpurezze pnrapali e le proprietà fisico-chimiche peruneno, 
compresa la stabilità, dovrebbe essere nota pruna dell'inizio di qualnasi srudio di tossicarà. 


Le propnetà fissco-chimiche della sostanza in esame forniscono informazioni importano per la sceita della nia di 
sommumistrazione, la progerrazione degli studi subcronici, croruo e di cancerogenesi e dei tramamento, e della 
conservazione della sostanza in esame. 


Le informazioni sulla struttura chimica e le proprietà fisico-chumicht possono anche formare indicazioni sulle 
carattensnche di assorbimento attraverso la ria di sommunistrazione prevista e le possibilità metaboliche e di 
distnbuzione nel tessuto. Potrebbero essermi anche formazioni sui paramern rossicocinenci provenienti da studi 
di tosssatà e di tossicocinenca precedena. 


L'elaborazione di un metodo analitico per ls determunazione qualitatva e quantitanva della sostanza in esame 
limpuntà di maggiore importanza coiprese quando possibile) ne) mezzo di dosaggio € nel matenale biologca 
dovrebbe precedere l'inino dello sfudio. 


Animali da laboratorio: scelta delle spece e del ceppo 


Poiché è becessano che il tramamento degli anumali si estenda per buona parte della loro durats di vita, gli studi 
tendono 2 liumutari a specie sperimentali a ita relativamente breve e di facile mantemmento. È malto desiderabile 
conoscere l'incdenza delle patologie spontanee e de: tumon sul ceppo degli anumali usan quando ess siano 
mantenuti 1 condion: analoghe. 


I ceppi dovrebbero essere ben caratterizzaci ed tscnti da diferri congentti interfereno. L'uso di ceppi ottenuti con- 
actoppumento tra consangumz 0 di ibndi di npo F 1.presenta alczi vantaggi sorto questo punto di vista: mo ove 
siano prioni sufficeno dan di base su-ceppi esoganu, usando animali di colonie chiuse, questi ulnrhi sono 


Cara degli animali, dieta e riforazicato d'acqua 


1 saggi e gli sudi con animali verranno condom coaformemente s1 regolamenti nanonali e dovranno rener conta 
dsi principi umanitari e degli sviluppi internazionali nei sertore del benessere degli animali. 


Per ottenere nsultati significanvi sono netessan va.controllo rigoroso delle condizioni ambientali e delle cecniche 
adeguate di cura degli ammali. Fatton quali ie cvaditzoni di allogmamento, le malame iprercorrenti, le terapie con 
farmza, le impurezze nella dieta, l'ana, Facque, le tetnere e gli impiano per la cura degli anumali in genere possono 
influre sigruficanramente sul risultato degli studi con dou mpents. la generale, gli effern degli scenlizzanti chummci 
sullo studio dovrebbero essere non. 


La dieta dovrebbe rispondere a rutte le csgente cutruzsonali della specte saggiata € dovrebbe essere esente dalle 
impuntò che povebbero unfluenzare-4 asultaro della prova. | roditori dovrebbero essere nutro. e abbeverso sd 
libitum con’ alimenn sosutuin almeno ogni sermmana. Artualmente vengono: un'uzab tre upi di diete: 
convenzionale; suntenca e vane dieve a formula aperta. 


Qualunque sa la dieta scelta, 1 foruiton devono sccertare con controlli penoda il valore putrinvo e il livello di 
contaminano nella dieta base, e formue queste informanioni al laboratono con cascun lorto di mangune. É 
iltamente desderabile conoscere gli effero del regsme dietetico sul metabolismo core pure lo snluppo de rumon e 
la longevità degli arumali. 


Inoltre, fe analisi di contrailo della dieta base possono cssere effemuate dal laboratono che esegue le prove, sia peri 
compone alimenta, #2 pet 1 contamunann involontan, compreu | casranogeni. Intal caso rtiultav dette analizi 
dovrebbero essere renuo c incluu netlz relazione finale su crascuna sostanza in esame. 
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1 cosarseno dieteria comua: che sono noci pes influenzare ls caranogencu (es.: sattotudazo, ani grass insaturi, 
selen:0) noa dovrebbero essere presenn in concentrazioni interfrrena. L'amparto pocenzaale di diversi contaminanti 
dictena comuni sulla valutanone delle cancerogenicità unplica che perneolare ancnzone ua dedicata alla 
presenza, nella dieta, di reudui di anoparassitari, di componeno organo-<ioruran, di idrocarbun poliaclici 
aftmnanva, di estrogros, di metalli pesanti, di hitrosammine è sucorcate. 


Quando la sosianza spenmentale viene somministrata nell'acqua 0 negli alimenti, le prove di stabilità sono 
essenziali. Prove di omogenerntà e di sabilità effertuare corrertamente pama degli studi con dou npetute 
dovrebbero essere usate per stabilire Ja frequenza richiesta dells preparazione della dieta e dei controlli. 


Quando ie diete sono srenfizzate, gli effero di tali procedimenti sulla sostanza in esame e sui costiruena dierenci 
dovrebbero cisere non. Si dovrebbero apportare le opportune remfiche. 

Durante le prove di cancerogeneai, i ricrrcaton dovrebbero essere consapevoli dei contaminano 
dell'acqua usata. L'acqua approvata per consumo umano è geacralmente soddisfacente € st dovrebbe ri di 
informazioni sulls sua componzione. 


Vi può essere la necrsutà di variare la concentrazione di una sostanza in esame nella dieta con la cresta degli 
arumali allo scopo di mantenere una ingesnone ragionevolmente coranie della sostanza un esame in relazione al 
peso corporeo degli animali. 

D valore nutritivo della dieta di controllo e di quella in csame dovrebbe essere il più simile possibile. Di 
conseguenza, il valore vutnovo di una sostanza in esame mescolata nella dieta necesuita di essere preso in 
considerazione, L'esperienza suggensce che fino ad un massumo di 5% di sostanze in esame non numave nella 
dieta, interferenze sgruficanve con u valore numavo dellz dieta sono umprobabili. 


1. Studi inalziori 


Non nicne precisata nessuna prova limite perché non è stato posubile definire un valore limite unico di esposizione 
per inalazione. 


2. Studio di teratogenci 
Il metodo di prova è orrentato principalmente verso la sommunistrazione per via orale. 


Alternsuvamente, altre mie possono cusere unliziare a seconda delle propmetà fisiche delia sostanza in esame e della 
via ‘probstale dell'esposizione umana. In cali casi, 1 metodo di saggio dovra essere opportunamente adorato 


prendendo in consderanooe gli clementi appropnati del metodo di sagpo a 28 giorn. 


3. Tossicocinetica 


Gi studi tossicoaneno sono d'aiuto nell'interpretazione e nella vaiurazione der dan di tosuata. Esu hanno 
segnatamente lo scopo di chianre aspera parocolan della rossa della sostanza chimica in esame, e 1 msultati 
possono aiutare nella programmazione di ultenon studi di tosssatà. Non w conssdera che ua necessano 
detergunare la coralità des parametri un ciascun caso. La sequenza completa degli studi tossu:cocnena 
{assorbumento, escrezione, distnbuzione e metabolismo) sarà necessana soltanto in rari cass. Per taluni composo 
potrebbero essere opportune modifiche di derna sequenza. ovvero potrebbe essere sufficente uno studio con dose 


unica. 

Definizoni 

tossicoanetica: — studio dell'assorbumento, della dismbuzione, del metabolismo e dell'escrezione delle sostanze in 
esame. 

«assotbumento: — processo o l'inueme di process: per 1 quali una sosanza sommirustrata viene assorbita 
dall'orgamiamo. 

escrezione: processo 0 l'inuerne di processi per i quali la sostanza somministrata c/0 1 suor metaboliti 
vengono climunan dall'organismo. 

distnbuzione: processo 0 l'inueme di process per 1 quab la sosmanza assorbita e/0 1 suo: merabolo u 
nparuscono nell'orpanismo. 

metabolismo: processoli) ner i ‘uale la sostanza somministrata viene urutruralmente modificata nell'orga- 


fusmo med. e cazioni entimanche e non sriumanche. 


4. Srudio acuto e subacuto sm ur seconda spec 
Gb srudi su una seconda spente hi uno lo scopo ds forme complementi alle conclusioni rante dagli studi tolla pruma 
specie. 

. Negli eventuali sud su una seconda specie tl incrodo di saggio grà descritto può cssere usato oppure adartato per 
usare un numero qmunofe di asumah. 
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S. Studi sulla ferulità 


Ner can per i quali occore un saggoo sulla produzione in tre generazioni, si può estendere i metodo descruto per il 
saggio di nprodussone su due generazioni in modo che esso comprende una terza generanone. 


6. Studi sulle mutagenesi 
Prove suppiementari delle mutagenesi incluso prove di screening delle cancerogenesi 


Insrodupone 


La pra valutazione dell'aruvità mutagena di una sostanza contiste nella ricerca di mutazioni gensche 
{punnfonni) nei datten e del danno cromosomico nelle cellule der mammiferi (in vitro 0 n vrvo); in precendenza 
sono sab desentu i metodi appropnab per questa sene di prove di base. Questo capitolo riguarda l'uherore ncerca 
necessana per ls verifica e/o l'ampliamento de risultan ortenuo durante la serie di prove di base, che puo essere 
utilizzata per un certo numero di scopi: 


1) per confermare 1 risultati della sepze di prove di base; 
2) per ricercare eventi genenci non studian durante la sene di prove di base; 
3) per rniziare o ampliare Îa ricerca in neo, 


Al tal uopo, la gamma delle prove descritte comprende sisterni eucanorici sia in vitro sia m vivoe una vasta serie di 
eventi genetto, Le prove fomiscono informazioni sulle mutazioni puntuali negli organismi più complessa dei batteri 
utilizzati nella sene di prove di base e ampliano le informazioni sulla capacità di una sostanza di causare aberrazioni 
cromosomiche. 


Vengono descritte anche le prove per eveno genenci diversi dalle mutazioni puntiformi e dalle aberrazioni 
cromosomiche, queste prove forniscono ultenon informazioni e possono essere appropnatamente unlizzate negli 
schermi d'analisi. 


In generale, allorquando si redige un programma di ultersore ricerca sulla mutagemanta, dovrebbero essere fornite 
le relanve informazioni addizionali sul potenziale mutageno #/0 cancerogeno di quella sostanza. 


Gli studi che potrebbero nsuîtare adaro ad un caso specifico dipendono da numerosi farton, comprendena le 
carattenstche chimiche e fisiche della sostanza, i msultan delle prove battenologiche e atogenetiche uniziali, il 
profilo metabolico della sostanza, 1 nsul' . -) di altre ncerche tosucologiche e l'impiego conosciuto della soctanza. A 
causa de: numero famon da prendere ar nsiderazione, nisulta inappropriato uno schema rigido per la selezione 
delle prove. Turtania, possono essere for alcuni principi generali. Quando una prova risulta posinva nel corso 
della ncerca di base, l'ultenore ricerca deve comprendere almeno una prova in grado di nvelare lo stesso evento 
genetico. Quando entrarube ie prove della ncerca di base nsultano neganve, l'ulterore ricerca deve di norma 
comprendere una prova per le mutazioni geniche ed una per le aberrazioni cromosomiche. Sarà inoltre opportuno 
ottenere uiteron dan da prove indicatna di efferti su DNA (elencate qui di seguito). Î metodi da seguire per questa 
ricerca vengono clencan qui di segito in funzione della loro nsultante genenca pnncipale. 


Studio delle mutazioni gersche (puntiformi) 
Per ncercare ultenormente la capsoità di una sostanza di causare mutazioni geniche (puntiformi), può risultare 
adeguata una delle prove seguenti: 


a) neerca di mutazioni in avant o di riermo uniizzando microorganismi cucanotici (Saccharomyces cerevi- 
512€); 


b) prove an nitro per la ncerca di mutazioni in avanti in cellule di mammifero; 
c) prova dei letali recesumi legan al sesso in Drosophila melanogarter; 
d) prova in nvo di mutazioni 1 cellule somanche: prova delle macchie (spot test) nei topo. 


Ricerca delle aberranoni cromosprsche 
Quando è necessano approfondire la capacita di una sostanza a causare aberrazioni cromosomiche, puo essere 
etfertuata una delle segueno prove: 


3) studi atogenta in vivo nei mammufero. 


Si dovra includere l'analisa della metafase in vivo delle cellule del midollo osseo nel caso in cui non wa stata 
“inclusa nella valutazione muziale fsene di prove di base). Si potrà inoltre effertuare ii saggio atogeninco n ro 
in cellule germanali; 
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b) srudio atogenenco ua niro ua cellule di mammifero, se nom è stato effettuato nei cono dells valutazione 
iniziale; 


e) studio dei letali donunsnt ia roditon; 
.d) prova delle trassocazioni ereditarie nel topo. 


Prove con indiceton per gli effetto sul DNA 


Esistono metodi per la nievazione di alcuni effetto sui DNA, ma che non hanno conseguenze mutagene come 

sevento finale». Quezn studi possono foenue unformazioni complementan a quelle ortenute dagli srudi malla 

mutageniatà, che possono nsultase vali per l'interpretazione di tali studi. in caso di necessità può risultare unie 

spuue uno dei meiodi seguenti, unlizzando microrganismi cucanovei 6 cellule di mammuferi: 

4) ricombinazione mutooca in Saccharomyces cereviziae; 

b) danno e mpasazione del DNA — sintesi del DNA non programmata — is criulle di mammifero (in 
nero); 


c) scambi di cromatidi fratelli in celuile di mammifero {in vitro). 


Altre prove con indicatore per la cerca del potenziale cancerogeno 


Esistono prove per la ncerca della trasformazione in nirra delle cellule dei mammifen che misurano la capaotà di 
una sostanza di causare cambiamenni morfologia e comportamentali in una coltura di cellule. Si ritiene che ciò na 
connesso con la crasformazione maligna in vivo. Per la trasformazione 4 puo usare un certo numero di upi divers 
di cellule € seguare crien diversi. 


Valutazone del nschio degli effetn ereditabili ner mammifen 


Esistono metodi per misurare in mammufen gli effero ereditabili. causa da mutazioni geniche (punnformi), come 
la prova de loan speofia nel topo ('}, oppure per determinare le aberrazioni cromosomiche, come la prova di 
taslocazioni eredizane cel topo. 


Tali metodi possono essere eseguiti ner la valurazione del possibile nichio genento di una sostanza per l'uomo. 
Turcana, a causa della complessità di queste prove e dell'elevato numero di arumali necessani, in parotolare per îs 
prova de: ina speafia, occore un'ocrma gusnficazione per intraprendere queste prove. 


La prova dei lac sprofia nei topo non desentta in questo documeto) può cenere uniiizata. pet musurate induzione (o) 
mutanone greche :n orflule germinali nefla pnma generazione, dopo l'esponzione ad una soarania muragena. Possono creare 
alevite e quantificate le alterazioni genetiche che pottano a cambiament nei prodprri grnici che causano fencegi sibili. 
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SAGGIO DI TOSSICITÀ ORALE SUBCRONICA 


SAGGIO CON SOMMINISTRAZIONE ORALE RIPETUTA DI DOSì PER 90 GIORNI USANDO SPECIE DI 
RODITORI 


1. METODO 


Vedi introdunione generale, parte B, 


13 Sostanze di riferimento 
Nessuna. 
1.4. Principi del metodo di seggio 


La sostanza sperimentale vient somministrata giornalmente, per via orale. im dosi scalari a vari gruppi di animali de 
laboratorio, una dose per gruppo e per un penodo di 90 porm. Durante i) periodo di somministrazione, gli animali 
vengono giornalmente sottoposti ad osservazione per andividuare segni di rossscita. Gli animali che mucrono 
durante la prova vengono sottoposti 3 necroscopia; alla condussone del saggio anche gli animali supersziti vengooo 


KATOpor 4 RECTOSCOPIA. 
1.5, Ceotteri qualitarivi 
Nessano. 
1.6. Descrizione del metodo di saggio 
Preparano® 


Gli animali sonu tenuti nelle condizioni sperimentali di allogpamento e nutrizione spervnentali per almeno 5 giorni 
prima dell'inizio del saggio. Prima dell'espemmento, gli anumali giovani € sani vengono mischiati con metodo 
casuale ed assegnso a: gruppi di trattamento e di conrrollo. 


La sostanza 1 esame può essere somministrata nella dieta, con sonda, in capsule o in acqua potabile. D dosaggio 
pet rutto gii anumali dovrebbe essere facto cde lo nesso metodo durante l'interno penodo dell'esperimento. Se un 
vacolo od alm addinvi sono utihzzan per facilitare il dosaggio, esu.noa dovrebbero noronamente produrre effero 
rossra. Se del caso, & possono utilizzare | din sona. 


Condizbe sperimentali 
Animali da esperimento 


A meno che non vi sano controuidicazioni, la spente prefenta è il raro. Si dovrebbero usare ceppi comunemente 
usao u laboratono di giovare smumali sari ed U dosaggio dovrebbe iniziare idealmente pama che 1 rat abbiano 
taggiunto le sci setnmane di età (comunque non più di $ seramane). All'imno dello srudio, la vanazione di peso 
degli anumali usati noo dovrebbe superare i) t 20% del valore medio. Quarido uno studio subcronico orale venga 
intrapreso come preliminare ad uno studio a lungo termine, si dovrebbe usare la sressa specie e lo stesso ceppo in 
entrambi gli rudi. 


Numero e stesso 


Per qascun livello di dose u dovrebbero utilizzare almeno 20 animali (10 maschi e 10 femmine). Le femmine 
dovrebbero essere nullipare e non gravide. Qualora s1 preveda di sacrificare ad intervalli alcuni animali, il numero 
dovrebbe essere aumentato del numero di animali che s prevede di sscnficare pnma del completamento dello 

«studio. Inoltre, un gruppo satellite di 20 ammati {10 acumali per sesso) può essere grattato con livelli di dose elevan 
per 90. porn € sottoposto sd asservazone per l'indinduazione della reversibilità, della perurtenza © 
dell'insorgenza ntardata di cffero tossut per 28 pormi dopo U trattamento. 
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Livelli di dose 


Si dovrebbero usare almeno tre livelli di doce e ua controllo. Eccezioa ferta per Ù trartamento coo ls sostanza in 
esame, gli animati del gruppo di controllo dovrebbero essere tenuti in modo idenaco a quelli del gruppo trattaro, 
Quando a unlizza ua vescolo per fanlitare il dosaggio, 21 controili si dovrebbe somministrare il vacolo, allo stesso 
modo dei gruppi wrariati; gli arumali di controtio dovrebbero ricevere la stessa quanntà di vescolo di quella nicevuta 
dal gruppo crattato col livefio di dose più elevato. D livella di dose più cievato dovrebbe provocare effciti tossa ma 
produrre pociu 0 nessun decesso. [I livello di dose più basso von dovrebbe produrre effetti tossici. Quando esista 
una valutazione utile dell'esposizione umizna, il livello prù basso dovrebbe superare deo valore. 


Idealmente, il livello di dose intermedio dovrebbe produrre efferti tossici osservabili minimi, Se viene ussta più di 
una dose interraedia, 1 livelli di dose dovrebbero essere intervallati per produrre une graduazione degli feti 


Nei gruppi trattazi con livelli di dose bassi e intermedi e ne controlli, l'incidenza degli eventi lerali dovrebbe essere 
bassa c tale da permettere una valutamone significariva dei risultati. 


Quando la sostanza in esame vicue somministrata nella dieta, si possono otilizzare sia usa concentrazione dietetica 
conte (ppm o mg/kg di alimento} oppure un livello di dose costante in termini di pese corporeo degli anumali; 

< l'alternativa usata deve essere specificata. Per tina sostanza sommmirtrata con sonda, la dose dovrebbe essere 
sommunistrata ogni gomo allo stesso orano. 1 livelli di dose dovrebbero essere adattati ad intervalli 
{serrimanzimente o og due settiotane) per mantezere ua livello di dose costante 10 termini di prso corporro 
dell'animale. 


Saggio limite 


Se uno studio di 90 giorni, condorro conformemente 2) metodo descrinto sorro, ad un livella di dose di 1 000 mz/kg 
di peso corporeo/giorno 0 ad un livello di dose più elevato un relamone ad una possibile esposizione umana, 
{quando questa sia hnotz) non produce evidenze di effetti tossici, ulcenon prove possona essere considerate non 
necessane. Per ie sostanze a bassa tossicità è importante assicurarsi che, quando somministrate nella dieta, le 
quanetà e le altre propnetà della sostanza in esame di cu trattass non interferiscano con le esigenze numzsonali 


Periodo di osservazione 


Tutti gli ansmali dovrebbero essere quotidianamente sottoposti ad osservazione e sa dovrebbero repstrare i segni di 
* tossucità inclusi il tempo di insorgenza, il grado e ls durate. Si dovrebbero annotare anche il tempo della mnorte e 
quello dell'insorgenza o della scomparsa dei suntome di tossicità. 


Procedimento 


Gli anumali vengono trartati con la sostanza 1n esame, idealmente sette giorni per settimana, per un periodo di 
90 gporni. Gli arumali apparreneno ad og gruppo satellite previsto per uitenori osservazione dovrebbero essere 
tenuv ancora 28 giorni senza Garamento per individuare la guangione oppure la persustenza degli efferti 
tosna. 


Le osservanoni dimche nciuderanno i cambiamenn della cute e del pelo, degli occhi e delle mucose nonché del 
sistema nervoso centrale e penfenco, di quello respiratorio, arcolatono, dell'atunità somatororona e dei quadro 
comportamentale. Si dovrebbe procedere sertimanalmente alla misurazione del consumo ‘alimentare (e del 
consumo dell'acqua quando fa sostanza in csame sia somministrata un cale vescolo) ed al'peso degli animali. 


Un'osservanione regolare degli animali è necessana onde evttare per quanto posubile perdite di arumali dallo studio 
dovute a cause come cannibalismo, autolizi dei tessun 0 errata collocazione. Alla fine dei penodo di espomnzione 
turn gli animali sopravvissuo saranno sottoposn ad autopna; gli animali monbondi dovranno essere nmoss € 


sortopost ad autopsia. 
1 segueno esami vengano effermszn abitualmente per rum gli animali, compreu i controlli: 


2) l'esame oftalmoscopico, eseguito con un oftalmoscopio 0 artrezzatura analoga idonea, dovrebbe essere 
effettuato pnma della somministrazione della sostanza n esame e della conciusione dello studio, prefentil- 
mente su rurt gli anumali 0 perlomeno a: quelli a cu: viene sommunustrato i dosaggio cievaro e al gruppo di 
controllo. Se vengono individuano cambiamenti 2g occhi, rum gli animali dovrebbero essere esaminani; 


b) alla fine del penodo di saggio, n dovrebbero effettuare le seguenti analisa: ematologia, indun ematoonio, 
concentrazione di emoglobina, conteggio degli entroaiti, conteggpo rotale e differennale der leuconci, uns 
misurazione del potenziale di coaguianione, quali i rempo di coagulazione, ui tempo di protrombina, il tempo 
di tromboplasnna è il conteggo delle piastrine; 

c) la determinazione di diochumica clinsca sul sangue dovrebbe essere éffertuata alla fine del penodo di saggpo. Le 
asce di saggio, mienute opportune per ruro gli studi sono: equilibno degli elertrolia, metabolismo de 
carbo:dran, funzione epatica € renale. La selezione delle prove specafiche sarà Jererminata dalle dsservazioni 
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sul modo di anone della soranza, Si suggentcono le seguent determinazioni: caloo, fosforo, doruro, sodio, 
potasno, Bucono a diguno (con ua penodo di dipuro appropriato alla specie), giutamminico-piruvica 
transaminan senca (‘) giutaminico-osalacerico transaminem senca {?}, ornitina decastossilazi, gamma 
fiutammil transpepudiese, azoto urerco, albumina, ccratinina nel sangue, bilinsbina tocale e misurazione delle 
protene totali dei siero. Altre determinarioni che possono rendersi necessarie per una valutazione tosacologica 
adeguata, includono: analim dei lipidi, ormoni, equilibrio scida/base, metaemogiobina, attività della 
colinesteraa. Detertninanoni biochimuche suppiementan possono essere usate, se del caso, per estendere la 
neesrca sugli effetti ceservan; 

di} l'analisi delle urine non è nchiesta rovunanamente, ma solo quando vi sano indicazioni basate sulla tosuatà 
PIEVISIA O CISEIVAZA; 

Se i dan stona di base sono sufficienti, pnrnas di iniziare ii dosaggio 5 dovrebbe prendere in conuderazione ia 

determinazione de parametri di biochinuca cliaca. 


Necroscopia macroscopica 

Turvi gli animali dovrebbero casere sottoposti a completa ncscroscopia macroscopica che include l'esame della 
superficie esterna del corpo, di tuto gli onfiz e delle canità traniche, toraciche e addoreunali e dei loro contenuti. Ù 
fegato, i remi, le ghiandole surrenali e 1 resocoli dovrebbero essere pesati umidi, appena possibile dopo la 
dissezione, per evitare l'essicamento. | seguenn organi e tessun dovrebbero essere conservati in mezzo adarto per 
esami istopatologici furun possibili: rurte le lesioni macroscopiche, cervello — comprese sezioni di midollo 
spinale/ ponte, corteccia cerebellare e corteccia cerebrale, vituitaria, tiroide/paranrcide, qualsiasi tessuto timico, 
trachea € polmoni, cuore, sorta, (ghiandole salivarie), milza, fegato, reni, ghiandole surrenali, pancress, gonadi, 
utero, (organi genitali accessori), (pelle), esofago, stomaco, duodeno, digiuno, ileo, intestino cieco, coloa, rerto, 
vesaza urmariz, linfonodi rappresentativi, (ghiandole mammarie femmunili}), (muscolarura della coscia), nervo 
penfenco, sterno con midollo 01560, (occhi), (fernore — compresa superficie articolare), (midollo spinale a tre 
livelli — cermcale, mediororacico e lombare), e ighuandole facrumabi esorbitali). 

{{ cessuti citari tra parentesi devono essere esamunati solo se presentano sintomi di tossicità o se vi siano indicazioni 
che tono l'organo-bersaglio comvolto). 


Esame istopatologico 

3) L'esame istopatologico completo dovrebbe essere effertuato sugli organi e sui tessuv degli animali nei gruppi 
trantan coi dosaggio più elevato e nei gruppo di controllo; 

b) turte le leoni macroscopiche dovrebibero essere esaminate; 

c) esame degli organi-bersaglio 1n altri gruppi trattati con altre dos; 

d) i polrooni degli anumali ner gruppi urartani con dosaggi bass ed intermedi dovrebbero essere sottoposti ad esame 
sstopatologico per l'indiniduazione di infezioni, poiché ciò fornisce una alutazione appropriata dello stato di 
salute degli ammali. Parncolare artenzione dovrebbe inoltre essere edicata in quesn gruppi all'esame 
tstopatologica del fegato e dei reni. Ultenon esami istopatologia di routine possono non essere richiesti per gli 
animali di detti gruppi, ma devono sempre essere efferruan sugli organi che presentano lessoni, nel gruppo 
trattato con la dose elevata; 

e) quando n fa uso di un gruppo satellite, s1 dovrebbe eseguire l'esame istopatologico dei tessuti e degli organi che 
prescatano lesioni dei gruppi trastao. 


2. DATI 


I dan dovrebbero essere nassuno sorto forma di tabelle, indicando per ogni gruppo di saggio il numero di anima: 
all’inuso della prova, i numero degli numali che presentano lesson e lavpercencuale degli animali che presenta 
cassun tipo di lesioni. 1 nsaltav dovrebbero essere valutao con ua metodo sransnco idoneo. Qualsisti metodo 
MIUBICI NOMOSCIUTO può cisere utuizzato, 


Ì. RELAZIONE 


3.1. Relazione sul saggio — 
Nella relazione sul saggno devono figurare, se possibile: 
— pece, coppo, omgine, condizioni ambientali, dieta, 
— condusone sperimentali, 
— Livelli di dose (vescalo compreso, se unlizzato) e concentrazioni, 
— dan sulla riposta tossica per 56350 € per dose, 


{'! Ora nots come alanina aminortansferau sencii. 
{2} Ora sota come aspartato aminotraniferan senca. 
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— livello senza effetto, quando possibile, 

— tempo della morte durante l'esperimento oppure speoficare se gli anumali erano sopramssuni alla condusone 
della prova, 

— descrizione degli effet tosua o di altr effe, 

— tempo di osservazione di ogni segno anomalo € successivo decoro, 

— alimentazione e dati su) peso corporeo, 

— nsultan oftalmolopa, 

— analisi ernatologiche usate e nsultan compieo, 

analisi di biochimica. clinica usan e risultav compien (compresi 1 nsultan di ogn: analisi delle unne), 


— msultani nella necroscopia, 

— descnuone particolareggata di tuto i nsultan istoparolopa, 
— elaborazione stansnca dei risultan, quando possbile, 

— discussione de nsultan, 

— unterpretazione dei risultan. 


3.2, Valutazione cd interpretazione 
Vedi introduzione generale, pane B. 


RIFERIMENTI 
Vedi introduzione generale, parte B. 
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SAGGIO DI TOSSICITÀ ORALE SUBCRONICA 


SAGGIO CON SOMMINISTRAZIONE ORALE RIPETUTA DI DOSI PER 90 GIORNI USANDO SPECIE DI NON 


11. 


1.2. 


13. 


1.4. 


1.5. 


1.6. 


5 » Libreria - SO.G.U, n.38 


RODITORI 
METODO 


Introdaziome 


Vedi unroduzione generale, parte 8. 


Vedi uroduzsone generale, parte B. 


Sostanze di riferimento 


Nessuna. 


Principi dd jo di i 


La sostanza spenmentale viene somministrata ogni porno, oralmente in dosi graduate, a diversi gruppi di animal: 
da espenmento (non roditori), una dose per gruppo, pet un penodo di 90 gorni. Durante il penodo di 
somministrazione, gli animali sona tottoposti mpornalmente ad osservazione per individuare i segni di tossicità. Gli 
ammali che muciono durante la prova sono somoposti s necroscopia; alla conclusione dell'esperimento anche gli 
animali superstit vengono sottoposti a necroscopia. 


Criteri qualitativi 


Nessuno. 


Descrizione del metodo di saggio 

Preparazioni 

Gli asumali sono tenuti nelle condizioni di alloggiamento e di alimentazione per almeno cinque giorni prima del 
saggo. Pruna della prova gli animali govaru e sani sono muschiati con metodo casuale ed assegnati ai gruppi di 
trattamento € a quello di controllo. 

La sostanza in esame può essere somministrata nella dieta oppure le somministrazione in capsule può essere 
ntenuta più comoda. Altri mezz di somministrazione orsle possono essere ucilizzari. Durante Fintero penodo 
sperimentale, il'dosaggiovagli animali dovrà essere farto con lo stesso metodo. Se per facilitare il dosaggio ” 
unliziano un veicolo o altn addinn, ess dovrebbero essere noti per non produrre effero tosua. Se del caso, si 
possono vulizzare 1 dan stona. 


Candipora sperimeniali 
Animali da esperimento 


La specie di non-roditon generalmente utduzata è d cane, di razza prefenbilmente definita. Alue spece di 
non-raditon possono essere utilizzare. Ss dovrebbe usare esempian govari e sani, e, nel caso del cane, il dossggio 
dovrebbe uniziare prefenbilmente a 4-6 mesi e non piu tardi di 9 mess di età. Quando venga intrapreso uno srudio di 
tossiatà subcronica orale comme preliminare ad uno studia a lungo termine, sa dovrebbe usare la stessa specie e io 
stesso ceppo in entrambi gh srudi.. 


Numero e sesso 


Per mrascun livello di dose si dovrebbero usare almeno 3 amimab (4 maschi e 4 femmine). Alla conclusione dello 
studio, dì oumero di animali deve essere rale da garantire una valutazione significanva degli effero rosa. 


Liveila di dose 


S1 dovrebbero usare almeno tre livelli di dose e un controllo. Eccezion fatta per il tramamento con la sostanza in 
esame, gi anumad) nel gruppo di controllo dovrebbero essere tratta sin modo identico 21 soggeto der gruppi trattan. 
Il tivello di dose più elevato dovrebbe provocare effera rosua ma non produrre decetu. 


RE, pe 
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11 livello di dose più basso non dovrebbe produrre alcuna evidenza’ di effet tosssa. Quando esiste una valutazione ; 
utile della esponzione umana, il livello di dose puù basso dovrebbe superare detto valore. idealmente, il livello di 
dose medio dovrrbbe produsse effetti tossia osservabili Minimi. Se viene usata più di una dose intermedia, 1 livelli 
di dose dovrebbero essere intervallati per produrre una graduazione degli effem 10110. 


Net gruppi a dosagpo basso ed intermedio e na controlli con w dovrebbero venficare decessi. 


Per sostanze a bassa tosnatà è importante asucurarii che, una volta somminiszrata nella dieta, le quannia della 
somanza ip esame non interfenscano com ia nutrizione normali. : 


Quando la soranza in esame viene somministrata nella dieta, ss possono unlizzare sta uns concentrazione dietenca 
costante (ppm u mg/kg di alimento) oppure un livello di dose costante un termini di peso corporeo degi: arumali; 
l'aîternanva usata deve essere specificata. Quando somministrata direttamente, per esempio u capsule, la dose 
deve essere somministrata ogni giorno allo stesso orano ed adariata a seconda della necesutà a intervalli 
settimanali per mantenere un livello di dose costanie 1 termini di peso corporeo degli animali. Quando uno srudio 
subironico viene usato come premessa 2d uno studio 3 lungo termine, in entrambi gli studi a davra usare una dieta 


analoga. 


Se uno srudio di 90 gorni, condotto conformemente ai metodo desentto sotto, ad un livello di dose di 1 COOmg/kg 
di peso corpareo morno 0 ad un livello di dose più elevato in relazione ad una posubile esposizione urtiana quando 
questa sia nota, non produce evidenze di effem tosssa, ultenon prove possono essere considerate non necessane. 
Per te sostanze a bassa tossicità è importante asscurara: che, quando sommeimistrate nella diceva, le quanntà e le altre 
propneta della sostanza in esame di cus mantau non interferiscano con le esigenze numzionali normali. 


Pertodo di osservazione. 


Tutti gli animali dovrebbero essere osservan giornalmerite e & dovrebbero registrare eventuali segni di.tosuatà, 
incluso J terapo di insorgenza, 1) grado e la durata:‘Si dovranno annotare anche 1) tempo della morte e quello 
dell'insorgenza 0 della scomparsa dei segni di rossicna. 


Procedimento. 


Gli animali veagono ranza con la sostanza in esame, idealmente serte giorni per setuimana, per un pentodo di 90 
gorn:. Tuttavia, sulla base prnapalmente di considerazioni pranche, quando la sostanza vienne sommirustrata 
con modalità diverse da quella dell'aggiunta nella dieta, rene considerato accettabile che i dosaggno wa effettuato 


$ guorna pet semmana. 


Le osservazioni dovrebbero uiciudere, ma nòn essere timirare as cambuament.della cute e del pelo, degli occhi e 
delle mucose conche del ustema nervoso centrale ed autonomo, di quello respustonio e arcelatono, dell'aruntà 
somatomotonas e del quadro comportamentale. Si dovrebbe procedere setrmanaimente alla misura del consumo 
alimentare (e dei consumo dell'acqua quando la sostanza 10 esame e sommirustrata an rale vercnio) e alla pesarura 
degli animali. 

Un accurato esame clinico degli anumali dovrebbe essere eseguito quondianamente con misure appropriate per 
‘momimizzare fa perdita di anvmali del saggio. Alfa fine del periodo di esposizione tura gli aumali sopravmissua sono 
sottoposo 2 necroscopu. Gli anumali monbdondi dovrebbero essere nmossi € sottoposti a necroscop:a quando 
rictan. 


I seguenn esami vengono efferruzo abicuaimente per ruro gli anumali, compren | controlli: 


a) f'esame oftalmoscopico, eseguito con un oftalmoscopio 0 idonea artrezzarura analoga, dovrebbe cssere 
efferesaro pama della sommirustrazione della sostanza in esame e alla conciunone dello studio, prefenbrimente 
su ruro gh. asumzli. 0 perlomeno su quelli cramzo con dosaggio piu cievato e nel gruppo è controlla. & 
vengono indimduati cambiamena agli occhi, tuto gir anumali dovranno essere esarmunan; 


bì all'inu:o del sagmo e, quindi, ua ad intervalli mensili o alla meta del periodo di saggio ed, infine, alla fine del 
saggo u dovrebbero effermuare le seguenti anabisr: ematdiogia, incluwo l'emarocnio. concentrazione di 
emoglobina, conteggio degli enmrocin. contegggo totale e differenziale dei leuconm, musura del potenziale 
coaguiante, quali d tempo ds coagulazione, id tempo di prorombna, ii cempo di omboplasnna.o conreggo 
delle piasmpe; 

T) la determinazione della beochumica clinica sul sangue dovrebbe essere etferruata all'inizio del saggio e, quindi, 
sa ad intervalli mensili 0' aîla mera del penodo di saggro ed. infine, alle fine del saggio. Gli aspetto di saggio 
aitenuo opportuni per tutta gli studi sono: equilibno degli elestroim, metabolismo der carbondran, funzione 
epatica € renale. La selezione delle. prove specifiche sara determinata dalle osservazioni sul modo di azione della 
sostanza. Si ruggensce di determinare: calo, fosforo, cioruro, sodio,. potassio, giucosto 2 digiuno {con 
penodo di digiuno appropriato alla specte/ ceppo), gluiamminico-pirumca transarmnzy senca (*), giutammi- 
co-ossalacenco transaminasi senta (2), ormicina decarbossilau, gamma gliurammi transpepadase, azoto 


2% Ora nota come afanma amanotransferza uras. 
13) Ora nota COME diparlaro afninorransieras ernia. 
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urodo, albumina, creatinina cel sangue, bilisubina totale è misura delle proctne totali del sero. Aitre 
derermunazioni che possono rendera necessane pir una valutazione to1scniofpca adeguata, includono: anahts 
dei lipidi, ormoru, equilibno sodo/base, metsemagiobina, attività della colinesteran. Determinazioni 
biochimiche supplementan possono essere usate, se del caso, per esteridere la cerca sugli effern osservan. I 
non-raditoni dovrebbero essere cenut a diurno per un pertodo di tempo (non piu di 24 ore) prima di prelevare a 
campioni di sangue; 

d) f'analiz delle unne none nciresta rounnanamente, ma solo quando vi s12 una indicazione basata sulla tossicità 
prevista O osservata, 


Necroscopra Macroscopica 


Turo gli arumali dovrebbero essere sorroposn a necroscopia macroscopica completa, che include l'esame della 
superfice esterna del corpo, di tutt ghi onifizi e delle cavita craruca, toracica e addominale e der loro contenuti. Il 
fegato, ) reni, le phrandole surrenati, la turcide (e le paranro:di}e 1 testicoli dovrebbero essere pesan umidi, appena 
possibile dopo la dissezione, per evitare l'essiccamento. | seguenti organi e ressun dovrebbero essere conservati n 
un mezzo adarto per futun possibili esami istopstologia: rurte le lesson: generali; cervello — comprese sensoni di 
midollo‘ ponte, correcma cesebellare e comecaa cerebrale, pinutana. nrosde/paranro:de, qualwazi cessuto umico, 
{urache2). polmoni. cuore. sorta, gluandole salivan, muza, fegato, reni, gh:andoie surrenali, pancreas, gonadi, 
utero, organi genitali accesson). (pelle), astifellea, esofago, stomaco, duodeno, digiuno, eo, intesano ceco, 
colon, reno, vesaca, urnana, linfonodi rappresentanii, ighrandole mammante femminili), (muscolatura della 
cosma), nervo penfenco (occhi), sterno con midollo osseo, {fernore — compresa superficie ameolare) € imidolo 
spinale a tre livelli — cervicale; emioranco e ioinbare). (Î tessun tan tra pareniesa devono essere esaminan soio se 
presentano untomi di tosuotà 0 se vi nano indicazioni che sono l'organo-bersaglio comvolto). 


Esame istopatologico 


Dovrebbe essere efferruato l'esame istopatoiogico completo degli organi e der tessuti degli an:mali del gruppo 
trattato con la dose elevata e dei gruppo di controllo. Un ultenore esame 1istopatologico dovrebbe essere effermuata 
in gruppi traman con altre dosi sugli organi che presentano lesioni nel gruppo trattato con la dose elevata 0 per le 
quali le osservazioni cliniche indichino tale esigenza. 


DATI 


1 dau dovrebbero essere nassuno sotto forma dr tabelle. indicando per agni gruppo spenmentale il numero di 
ammab all'inizio della prova, u numero degli aramali ch: presentano lesioni, i upi di lesione e la percentuale degli 
amimali che presenta clascun npo di lestoni. Î misultao dovrebbero essere valutan con un metodo sianistico idoneo. 


Qualsiau metodo stansnco nconusauto puo essere unlizzato. 


RELAZIONE 


Relazione sui saggio 

Nella relazione sul saggio devono figurare, se possubile: 

— spene, ceppo, origine, condizioni ambuentali, dieta, ecc.. 

— condizione spenmentali, 

— livelli di dose veicolo compreso, se unkrzaro. e concentrazioni, 
— MSPosta 1031C2 per sesso e per dose, 

— livello senza etfetto, quando possibile, 


— tempo della morte durante lo studio, oppure specificare «gli animal cono sopramassua fino alla concluuone 
del sagmo. 


+ descnzione degli effetti tossici o di altri cifern con pamicolare amenzione a: nsultan chma), 
— terhpo di osservazione di ogn: segno.anomalo e successivo decorso, 
— dan di alimentazione sul peso corporro, 


— nsulraa ofrzimalopa, 
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— analisi ematologiche usste e nsuitati completa, 
+— analisi di biochimica chimica usate e nsultan complen (compresi 1 nsultan di qualsias: analis delle unne), 


— nmsultau della necroscopia, 


rene re 


— una descnzione pameolareggiata di tum 1 nsultzo istopatologia, 


— ciaborazione sausnca dei nsultan, quando appropnata, 


— discussone de nsultan, 


— interpretazione dei nsuitao. 


Valutazione ed interpretanone 


Vedi introduzione generale, parte B. 


RIFERIMENTI 


Vedi introduzione generale, parte B. 


Serie generale - n. 38 
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SAGGIO DI TOSSICITÀ CUTANEA SUBCRONICA 


SAGGIO CON SOMMINISTRAZIONE CUTANEA RIPETUTA DI DOSI PER 90 GIORNI USANDO SPECIE Di 
RODITORI 


1. METODO 


Li. Introdunove 


Vedi ntroduzione generale, parie B. 


1.2. Definizione 


Vedi invoduzione generale, parte B. 


1.3. Sostanze di riferunento 
Nessuna. 
14. Princpi del metodo di saggio 


La sostanza spenmentale mene applicata quotdianamente alle cute in dos: scalan a van gruppi di anamali da 
esperumento, uns dose per gruppo per un penodo di 90 grorra. Durante il prhado di somministrazione, gli arumali 
vengono pornalmente sottoposn ad osservazione per uidividuare segru di tossata, Gli arumali che muoooo 
durante i saggio vengono sottoposti a necrosmopia, cd alla conclusione della prova anche gl ammali supersuo 


Vengono sortoposo 3 Necroscopia. 


1.5. Criteri qualitauvi 
Nessuno. 

16. Desonzione del metodo di saggio 
Preparazioni 


Gli animali sono renuo nelle condizioni spenmentali di alloggiamento ed alimentazione per almeno 5 giorn: prima 
dell'inizso del saggro. Pruma dell'esperumento, gli animali giovani e sani vengono riuschiat con metodo casuale ed 
assegnan ai gruppi di trartamento € d: convollo. Poco pruma dell’uuzio dell'esperimento gli animali da trattare 
vengono tos30 nella zona dorsale del tronco. Si può usare la rasanura, ma questa dovrebbe essere effettuata curca 24 
ore pnma del siggo. La tosarura 0 la rasarura usualmente deve essere npetuta ad intervalli approcsimanvamente 
seromanali. 


Duraste la tosatura o ia rasarusa del pelo, occore fare atenzione a noo scorbcare la pelle, La superficie corporea da 
trattare per l'applicazione della sostanza un esame non dovrebbe essere infenore al 10% del totale. Îl peso 
dell'animale dovrebbe essere preso'in conuderazione quando a deodano le dimensioni delle superfice da liberare 
dal pelo e dalla copertura. Quando u sagmano solidi, che possono essere polvenzzan se del caso, la soszanza in 
esame dovrebbe essere umidificata sufficenterente con Facqua 0, st necessano, con un vecolo adatto per 
asscurare un buoa contarro con ls pelle. Le sostanze un esame liquide sono in genere usate sco dilune. 
L'applicazione quondsana w estenderà da $ a 7 giorni per serumana. 


Condizioni spenmentali 
Animali da esperimento 


Sa possono unlizzare esuemplan adulb di ratto, coniglio o cavia. Altre specie possono cisere unlizzate, mat loro uso 
chiede una gusuficazione All'inazio del saggio, la gamma di vanazione del peso dovrebbe essere + 20% del peso 
medio. Quando uno srudio di rosssatà subcropica tutanta viene condotto come preliminare ad uno studio a lungo 
rermune, u entrambi gli studi wu dovrebbe usare la sesta speme è lo stesso ceppo. 


Numero € 3€s5s0 


Per cascuo livello di dose u dovrebbero uniuzzare almeno 20 animali (10 maschi e 10 femmine) con pelle sans. Le 
feramine dovrebbero essere ovllipare e non gravide. Se s prevede di sacnficare ad iniervalli alcuni arumali, d 
numero totale dovrebbe essere aumentato dei numero di animal che s prevede di samficare pruma del 
completamento dello studio. Inoltre, un gruppo satellite di 20 arumalt(10 animali per sesso) può essere tramato con 
J livello di dose elevato per 90 porn: e sortoposto ad osservazione per l'indimduanone della reversbibità, della 
perusienza n dell'insorgenza nitardata di effetti tosua per 28 gori dopo il vartamento. 
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Livelli di dose 


Almeno tre livelli di dose con ua controllo 0 us controllo. del veicolo, se si unlizza un vercolo, sor.0 richissn: O 
pemodo di ciposizione dovrebbe essere di almeno 6 ore al giorno. L'applicazione della sossanza in esarze dorretbe 
essete eseguita ognu porno alla stessa ora e Le quantità di sostanza applicata dovrebbe casere sgpiustota a intervalli 
isertunanali 0 bisetumanali) per mantenere ua livello costante di dose 1 termino di peso corporeo dell'animale. 
Eccezion farta per i trattamento con la sostanza 16 esame, gli animali sel gruppo di conuollo dorrebbero essere 
trartab in modo idennco 21 soggetti de gruppi rartan. Quando per facilitare i dosaggio w usa un vescolo, il gruppo 
di controllo del veicolo dovrebbe essere sortoposio a dosaggio come 1 gruppi trattati, e ncevere la sresun quanatà 
che nceve d gruppo a livello di dose più elevata. D livello di dose più elevato dovrebbe provocare efferri tossici ma 
produrre pochi 0 nessun decesso. D livello di dose più biso son dovrebbe produrre effero tossici. Quando esista 
una valutazione utile di csposttione umana, i livello più basso dovrebbe superare questo valore. 


idealmente, il livello di dose intermedio dovrebbe produrre efferni tossici osservabili mimi. Se viene usata più di 
una dose intermedia, | livelli di dose dovrebbero essere intervallati per produrre una graduazione degli effet 
tossici. Nei gruppi vrartan con livello di dose b2310, vintermedio e ne controlli, l'incidenza delle morn dovrà essere 
bassa € tale da permettere una valutazione ugnuficanva dei nsultati. 


Se l'applicazione della sostanze in esame produce ientazions gravi della pelle, l2 concentrazioni dovrebbero essere 
nidotte e cò può provocare urla riduzione, © l'iassanza, di altri effetti rosso: ai livello di dose cievato. Se la pelle è 
sratz gravemenve danneggiata, può rendersi pecessasta l'interruzione dello sudio, Si procederà qundi a un nuovo 
studio con concentrazione più basse. 


Saggio limite 

Se uno studio preliminare con livello di dose di 1 000 mg/kg @ un livello di dose più elevato in relazione a una 
possibile csporizione umana, quando cuesta sa nota, non produce cflerm tosna, ulrenori prove nuscono son 
essere conudrrare necessane. 


Periodo di osservazione 


Gli anunali da esperimento dovrebbero cisere osservan quondianamente per uidividuare eveamiali segni di 
ctossiatà. Di tempo della morte e quello dell'insorgenza o della scomparsa dé: segni di tosssatà dovrebbero esere 
registrati. 


Procedimento 


Gli animali dovrebbero essere ngzbbuo indindualmente € sortopom 3 trartamento con ls sostanza ip esame, 
idealinente 7 giorn» per sermmana, per un penodo di 90 giorni. 


Gli arumali appartenenti a ciascuo gruppo satellite prenisio per viterori osservazioni dovrebbero essere mantenuti 
ancora per 18 giorni per individuare 1 suntomi di guarigione oppure di perustenza degli effero tosnci. D vempo di 
esposizione dovrebbe cssere 6 ore/giorno. 


La sostanza uo csame dovrebbe essere applicata uniformemente su un'area che è s1pprossimanvamente 3 10% della 
superficie corporea totale. Con sostanze molto tossiche, ls ‘superfice coperta può essere infenore, ma devé 
comunque cisere coperta da uno strato piu uniforme € più sortie posubie. 


Durante l'esposizione, la sostanza in esame mene tenuta 2 contatto con la pelle da una fascia porosa di garza € ds us 
nastro non-untante. La superfice cutanea su an e applicata la sostanza dovrebbe essere coperta opportunamente 
un modo da tramenere la fascia € fa sostanza w esame, per entare un'eventuale vigesnone da parte degli animali 
della sostanza in esame. Si piò ncorrere a mezz: per limitare 1 movimena dell'arumale, ma l'anmobilizzazione 
completa non è un metodo raccomandato. 


Alla fine del penodo di esposzione, la sostanza un esame residua dovrebbe essere nmossa, ove posnbile, con l'uso 
di acqua 0 con qualche altro metodo appropnato per pulue la pelle. 


Turo gli animali dovrebbero essere quondianamente sormoposo a osservazione e si dovrebbe regisrrare i segno di 
‘rossata, incluso ii rempo d'usorgenza, l'intensità e fa durata. Le osservazioni collaterali dovrebbero ncludere 1 
cambiamenn della cute e del peio, degli occhi e delle mucase, sonche del sistema nervoso cencrale e autonome, del 
ustema respuatono e arcolatono, dell'ammta somatomortona € del quadro comporumentale. Si dovrebbe 
procedete serumanalmente alla misura del consumo alimentare € alla pesarura degli animab. L'osservazione 
regolare degli arumali è necessana per assicurari che gli stessu non sano peru a causa di cannibalismo, autolia des 
ressuo o smarmmento, Alla fine del penodo di studio ruro gli anumali sopravnisut des gruppi di trartamento so6 
tarellio sono sertoposi a negroscopia. Gli armumal: monbond: dorrebbero essere nmossi € sottopos a 


necroscopia. 
I seguenta esami vengono efferruan abiniaimente per tutt gli animali, compres 1 controlli: 


4) l'esame afraimoscopico, esegunto com un oftalmoscopio 0 srtrezzatura analoga, dovrebbe cusere rifertuato 
pruma della sommunistrazione della sostanza sperimentale e all condusone dello studro, prefrribiimente su 
tura gli armumali, 0 perlomeno su quelli a qu vengono sommunistrao U dosaggio elevato, + infine al gruppo di 
contollo, Se vengono indinduan cambiamenti pegli coch», curo gli arumali dovrebbero cserre essmunsn; 
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db) alle fine del penodo di saggio, ts dovrebbero effertuare le seguenti analia: ematologia, weluso ematonto, 
concentrazione dh emoglobina degli entrocit, conteggio turale e differenziale der leuconti, misurazione dei 
potenziale di cosguiazione, quale l tempo di cosguiazione, i ternpò di protrombina, il tempo di 
trombopleasaia 0 i conteggio delle piasnne; 


c) la determanazione della biochumuca dlinsca sul sangue dovrebbe cuere effettuata alla fine dei penodo di saggio. 
Le aree di studio, Ntenute opportune per furo gu srudii sono: equalibno degli elerrolio, metabolismo der 
carbo:dran, funzione epanca e renale. Ls selezione di prove specifiche sarà determinata dalle osservazioni sul 
modo di anone della sostanza. Si suggerisce di determunare: calco, fosforo, cloruro, sodio, potassio, glucono 8 
diguno con penoda ds diguno appropnato alla specsei, giutamminico-piruvica transaminasi senca ('), 
glurammico-otsalscenco transatrunazi senca (?), ornitina decarbosslan, gamma glutammil transpepudase, 
azoto urmeo, burrna, creatinina emanca, buirabina tocale e protene tocali del sero. Altre determinazioni 
che possono render: necessane per una valurazione tossicologica adeguata, includono: analisi dei lipidi, 
ormoni, equilibno aado/base, metaemogiobina, arminità della colinesterazi. Determinazioni biochimiche 
supplementan possono essere usate, se hecessane, per estendere la cerca di effetto osservati; 


d) l'analisi delle urine none richiesta rourinanamente, ma solo quando vi ua una mdicazione basata sulla rosuotà 
premzia o osservata. Se1 dan stona di base sono asufficaena, pnma di suziare i) dosaggio si dovrebbe prendere 
in consideramione la determinazione de parametri ematolopo e di biochimucs clinica. 


Ne:rascop:3 maceoscopica 


Tutii gli animali dovrebbero essere soroposa a neuroscopia macroscopica complera, che include l'esame della 
superfice esterna del corpo, di rutu gli onfizi e delle cavità cranica, toracica e addominale e dei loro contenuti. 
fegato, reru, îc ghiandole surrenali e 1 tesucoli devono essere pesati umidi, «ppena possibile dopo la dissezione, per 
evitare l'esssccamento. È seguenti organi e testun dovrebbero essere conservab in mezzo adatto pes possibili esami 
istopatolopa futun: rutte le lessom macroscopiche; cervello — comprese sezioni di midollo/ponte, corteccia 
cerebellare e corteccia cerebrale, pituttana, turcide/paranromde, qualuati tessuto nmico, (trachea), poimon:, 
cuore, sorta, ghiandole salivan, fegato, milza, rero, ghiandole surrenali, pancreas, gonadi, utero, organi genitali 
accesson, asafellea {se esstie), esofago, stomaco, duodeno, digiuno,.ileo, intesuno ceco, colon, retto, vesaca 
unnana, linfonodi rappresentanvi, (ghiandole mammane femounii), {Imuscolarura della cosa), nervo penfenco 
focchi), fsterno con midollo osseo), {femore — compresa superfice arneolare), (midollo spinale a twre livelli — 
cervicale, emitoracaco e lombare) è \ghiandole lacnmali esorbitali). (1 tessun citan rra parentesi devono essere 
esamunio scolo » presentano sintomi di rossari 0 se vi siano indicazioni che sono l'organo-bersaglio 
convolto). 


Esame istopatologico 


2) L'esame istopatologico completo dovrebbe essere effettuato sulla cute normale e sulla cute wrartata, e sugli 
organo € tessuo degli animali nel gruppo varato con dosaggo elevato e nel gnippo di controllo; 


d) ructe le lesioni macroscopiche dovrebbero essere esarmunate; 
c) gb orgasu-bersaglio dovrebbero essere esaminan anche ne gruppi trartan con altre don; 


d) quando w usano rar, s dovrebbe eseguire l'esame istopatologico de polmoni degli animali dei gruppi trartan 
cos dosaggi: bassi e ntermedi per l'indimduazione di infezioni poiche mò forrusce una valutazione appropnata 
dello stato di salute degli anunali. Ultenon esami sstoparologia di rounne possono non essere nchiest per gli 
anumali di quest gruppi, ma devono sempre essere efferruan sugli organi che presentano lessoni nei gruppo 
trattato con dos elevate; 


e) quando w fa uso di un gruppo satellite, se dovrebbe eseguare l'esame istopatologaco dei tessun e degli organi che 
presentano icons in alt gruppi tarat. 


La 


DATI 


{ dav dovrebbero essere nassunn sorto forma di tibelle, indicando per ogss gruppo spenmentale 1) numero di 
ammali all'inizio del saggio, i numero di amumali che presentano lestoni, i spo di lessoni e la percentuale degli 
animali che presentano ciascun npo di leuone. i ruuftan dovrebbero essere valutan con un metado statustoo 
appropraro. Qualsan metodo stansaco Rconowiuto può eiscre unlitza:o. 


e goa 
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3. RELAZIONE 


3.1, Relazione sul saggio 
Nella relazione sul saggio devono figurare, se posnbile: 
— pere, ceppo, ongine, condizioni ambientali, dieta, 
— condizione spermentali, 
— livello di dose (vescolo compreso, se utilizzato) € concentrazioni, 
— dan sulla nsposta tosuca per sesso € per dose, 
— livello senza effetto, quando possibile, 


— tempo della morte (durante l'esperimento) oppure spraficare se gli amumali sono soprarnissun fino alla 
conciunone della prova, 


— descnzione degli effero tossica 0 di alm effert, 

— tempo di osservazione di ogni segno anormale e succesuvo decorso, 

— dan di alimentazione e sul peso corporeo, 

— nsultan oftalmologia, 

— analist ematologiche usate e risultan compien, 

analisi di biochimica clinica usso e msultan complen (compresi 1 nsultan dell'analisi delle unne), -* 
— msultan della necroscopia, 

— descrizione particolareggiata di rum di nsultan istoparciogo, 

— elaborazione starisnca dei nsultan, quando possibile, 

— discussione da nsultav, 


— interpretazione dei msultan. 


3.2. * Valutazione ed interpretaziooe 


Vedi introduzione generale, parte B. 


4. RIFERIMENTI 


Vedi introduzione generale, paste 8. 
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SAGGIO DI TOSSICITÀ SUBCRONICA INALATORIA 


SAGGIO CON SOMMINISTRAZIONE INALATORIA RIPETUTA DI DOSI PER 90 GIORNI USANDO SPECIE DI 
RODITORI 


1. METODO 


L.1. Introduzione 
Vedi introduzione generale. parte B. 


1.2. Definizioni 
Vedi introduzione generale, parte B. 


1.3. Sostanze di riferimento 
Nessuna. 
14, Principi del metodo di saggio 


Diversi gruppi di animali da espenmento sono esposti quovdianamente per un penodo definito alla sostanza ih 
esame in concentrazioni graduate, unlizzando una concentrazione per gruppo, per un perrodo di 90 porn. 
Quando s vulizza an vacolo per contnbuire a generare una concentrazione appropriata della sustanza in «same 
nell'atmosfera, 2 dovrebbe utilzzare un gruppo di controllo per il vecolo. Durante il penodo di somministrazione, 
gli anumali vengono pornalmente sottopos ad osservazione per indinduare segni di tossicità. Gli ammali che 
muovono durante i saggio sono somoposa £ necroscopra; alla conclusone del saggno anche gli animali supersno 
VENGONO SOtTOposh è NECFOSCOPIA. 


is. Criteri qualitanvi 
Nessuno. 

1.6. Descrizione del mesodo di saggio 
Preparazioni 


Gli animali sono tenun nelle condizioni di alloggiamento € di alimentazione spenmentali per alineno anque porn 
prima dell'inno della prova. Prima del saggio, arumali povani € sar sono mischian con metodo casuale ed 
assegnati a) gruppi di trattamento e di controllo. 


Se necessano, un veicolo adatto può essere aggiunto alla sostanza 10 esame per cootribure 4 generare una 
concentranone appropnata della sostanza nell'annosfera. Se un vescolo 0 altr additvi vengono unlizzao per 
fachtare J dosaggio, essi dovrebbero essere noa per non produrre effern torna. Se dél 350,1 dai stona possono 


essere usb. 


Condinom sperumentali 


Animali sperimentali 


A meno che n nano controndicazioni, la specie prefenta è d rato. Si dovrebbero usare animali san giovani di 
ceppi comunemente usati in laboratono. All'inizio dello studio la gamma di varazione del peso degli animali usan 
non dovrebbe essere supenore sl + 20% del peso medio. Quando venga invapreso uno studio subcronico per 
> tmafazione come preliminare ad uno srudio e lungo termine, in enur ambi gli studi n dovrebbe usare la stessa specie e 


sTe1so Ceppo. 


Numero e sesso 


Per ciascuna concentrazione di esposizione n dovrrbbero unlizrare almeno 20 ammali (10 femmine e 10 maschu). 
Le femmine dovrebbero essere nullipase e non gravide. Se 11 prevede di sacnficare ad ntervalii afcuns anumali il 
numero dovrebbe essere aumentato dei numero di anumab che 4 prevede di sacnficare pnma del completamento 
dello studio. Inoltre, un gruppo satellite di 20 antmali(10 animali per sesso) può ciscre wattato con ù livello di dose 
elevato per 90 giorni € sortoposro ad osservazione per l'indinduazione della reverubilità, della persistenza © 
dell'insorgenza ntardata di efferoi tossuo per 28 giorni dopo tl urartamento. 
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Concentrazione di esposizione 


Sono nchizste almeno ue concentrazioni, con un controllo 0 un controllo del veicolo (che corrisponde alla 
concentranone del vescolo al livella prù-cievato) se 9 unlizza ua veicolo. Eccezion fatta per d crartamento con la 
sostanza u esame, gli anumali nef gruppo di controllo dovrebbero essere trartati im modo identico agli animali dei 
gruppi. La concentrazione più elevata dovrebbe provocare effetti tossia ma nessuna 0 poche mort. Quando esista 
una valutanone utile dell'esposizione umans, la concentrazione più bassa dovrebbe superare detto valore. 
idealmente la concentrazsone media dovrebbe produrre effera tosua osservabili emnume. Se viene usata più di una 
concentrazione intermedia le concentrazioni dovrebbero essere mervallate per produrre una graduazione di efferti 
1039101. 


Nei gruppi trartan:con concentrazioni basse ed intermedie e ner controlli, l'inadenza delle morti dovrebbe essere 
bassa per permettere una valutazione ssgruficanva dei nisultan. 


Tempo di esposizione 


La durata dell'esposizione quoudiana dovrebbe essere di 6 ore, dopo la stabilizzazione delle concentrazione delle 
camere di vnalazione. Altri tempi di esposizione possono essere usati per esigenze spenfiche. 


Gli esperimenti sugli animali dovreblero essere effemuati in apparerchlzrata per inalazione progerata per 
sostenere una corrente dinamica d'aria com almeno 12 cambiament d'ana Ibra per assicurare un tenore di 
ossigeno adegua:o e un'aumosfera di espotizione 3 distnbuzione uniforme. Quando n usa una camera diinaltzione 
la progettazione dovrebbe cisere tale da entare l'affollamento degli animali e di aumentare al massimo ta loro 
esposizione per inalazione alla sostanza in esame. Di massima, per assicurare la stabilità dell'atmosfera della 
camera, «volume» total: degli animali di saggso non dovrebbe superare il 5% del volume della camera di prova. 
Si puo usare i sistema di esposizione oro-naszie, della testa soltanto 0 del corpo intero; 1 prumi due sistemi 
nidurranno ai massimo l'assorbimento da dlue ne, 


Pernodo di osservazione 


Gli ammali spenmentali dovrebbero quondianamente essere sottoposn ad osservazione per individuare i segna di 
tossiata durante l'interno pernodo di trattamento € di recupero. Si dovrebbe registrare anche d tempo della morte e 
quello dell'insorgenza 0 della scomparsa dei segni di tossiatà. 


Procedimento 


Gli animali vengono esposa alla sostanza in esame 3-7 giorni per setrimana, per un periodo di 90 giorn. Gli animali 
appartenenti a gruppi sscellin prensa per ultenon ciservazioni dovrebbero essere tenuti ancora per 28 giorni 
senta trattamento per uidiniduare la guarigone 0 la persistenza degli efferti rossicì. La temperanura durante la 
prova dovrebbe essere mantenuta a 22 °C (+ 3 *C). ldealmente, l'umidità relanva dovrà essere mantenuta tra i 
30% ed 470%, ma n cern cas (ad esempio, saggi di aerosol) ad potrebbe con essere possibile. Dado e l'acqua 
non dovrebbero cisere somturusttao durante l'esposmzone. 


Si dovrebbe usare un sistema dinamico con un idoneo sistema di contrallo anzlibco della concentrazione. Per 
stabilire le dpporrune concentrazioni di esposzione sa raccomanda di effettuare una prova. D fiusso d'ana dovrebbe 
essere regolato in modo da garannre che le condizioni nella camera d'esposizione stano omogence. [I sustema 
dovrebbe garantre che condizioni stabili di esposizione sano realizzate i) più rapidamente possibile. 


Sì dovrebbero misurare e controllare: 
21 la velocità della corrente d'ana {in continuo); 


b) la concensrazione reale della sostanza in esame musurata nella zona di respirazione. Durante 4 penodo di 
esposizione quotidiana, la concentrazione non dovrebbe subire vanazioni più del + 15% det valore medio. 
Turtana, nel cas0 delle polven e degli aerosols questo livello di controilo potrebbe non essere realizzabile e un 
piu vasto intervallo sarebbe quindi accettabile. Durante nuto 4 penodo dello studio la concentrazione 
mornaliera dovrebbe essere tenuta costante ner limin dei possibile. Durante la messa a punto del sistema di 
generazione vw dovrebbe eseguire l'analiza delle dimensioni e delle pamcelle per stabilire la stabilità delle 
concentrazioni di aerosol. Durante l'esposizione, le analisi dovrebbero essere effetruate con la necessana 
frequenza per determunare l’unuformutà di distnburione delle dimensioni delle parvcelle; 


cì temperamira ed umidità; 

4} durante e dopo l'esposizione le osservazioni sono effettuate e registrare ustemancamente; per ogns arumale n 
dovrebbero tenere regista indinduali. Tum gli animati dovrebbero essere caservau quondiazamente e e 
dovrebbero registrare 1 segni di tossarà, incluso U tempo di insorgenza, grado e la durata. Le caservazioni 
collaterali dovtebbero uncludere 1 cambiamenn della cute e del pelo, degli occhi € delle mucose nonche del 
sistema nervoso centrale ed autonomo, di quello respuatono e arcolatono, dell'aruvità somatorzorona € del 
quadro comportamentale, Si dovrebbe procedere semmanalmente alla musura del consumo alimentare ed alla 
pesatura degli animali. L'osservazione regolare degli arumali è necessana per asecurare che gli sucsm n09 u200 
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peru per lo studio + causa di cansibalismo, autolizs der ressun 0 «narrunento. Alla fine del periodo di srudio 
tura gli animali sopravrisua sono sortoposa a necroscopia. Gli animati monbood: dovrebbero essere nmosa è 
*IOftoposti è DECroscopia, quando noctet. 


1 seguent esami vengono effertuan abiruafmente per cun gli animali, compresi controlli: 


2) l'esame oftalmoscopico, eseguito con un oftalmascopio 0 idonea artrezzarera analoga, dovrebbe essere 
effettuato pnma dell'esposizione alia sostanza in esame e alla conclusione dello srudio, preternbimente su roro 
gli animali 0 perlomeno su quelli au mene somministrato i dosaggio elevato e al gruppo di courrollo. Se 
vengono individuav cambiament agli occhi rutto gli animali dovrebbero essere esaminan; 


b) ala fine del pernodo di saggio, % dovrebbero effertuare le seguenn analiz: ematolopa, nciuso ematocnto, 
concentranone di emoglobina, conteggio degli entrocim, conteggio totale e differenziale dei leucogn, misura 
del potenziale di cosguiszione, quale 1) tempo d coagulazione, i sempo di protrombina, il tempo di 
tromboplasuna o conteggio delle piasmne; 


c) la determinazione della brochimica clinica sul sangue dovrebbe essere effettuata alia fine del penodo di saggio. 
Le arce di saggio che tono considerate opportune per cutti gi: srudi sono: equilibro degli elertroliti, 
metabolismo der carbordiat, funzione epabca e renale. La selezione dell: prove speafiche sarà determinate 
dalle osservazioni sul modo di azione della sostanza. Si suggenzsce di determinare: calcio, fosforo, cloruro, 
sodio, potassio, giucono 4 digiuno (con penodo di digiuno appropnato alta spente), giutammiunico-peruvico 
transamizam senica ('), glutammino-cssiziacetco transaminam serica (2), ormuna decarbossilan. gamma 
giurammil transpepadase, azoto uresco, albumina, creannina nel sangue, bilirubana tocale e misurazione delle 
protenne sorali del siero Altre determinazioni che possono rendersi necessane per una valutazione tossicologica 
‘adeguata, ineludono analisi da lipidi, ormoni. equilibrio scido/bsse, metzemogiobina, arumtà della 
colnesteran. Determinazione brochuniche supplementan possono essere usate, se necessano, per estendere la 
ncerca tugli effet osservati; 


d) l'analis delle unne noo e neluesta rounnanamente, ma solo quando vi siano indicazioni basate sulla tossicità 
prevista 0 osservata. 


Se i dan sona di base sono insufficeno, prima di uuziare 1) dosagmo w dovrebbe prendere in considerazione la 
determinazione des parametn ematolopa e di biochimica climca. 


Necroscopia macroscopica 


Tum gli animal: dovrebbero essere sormoposm a necroscopia macroscopica completa. che include l'esame della 
superfice esterna del corpo, di rum gli orifizi e delle camita cramica, toracica e addominale e dei foro contenun. lì 
fegsto, + remi, le ghiandole surrenali e 1 tesncoli dovranno essere pesani urrudi, appena possibile dopo la dissezione, 
per evitare l'ossiccamento. | seguenti organi € teisun dovrebbero essere conservan un mezzo adatto per possibili 
esami istopatoiogio futun: ructe fe lesson generali, polmoni — che dovrebbero essere nmoss intra, pesan e 
trattati con un fissanvo adatto per garantire che la strutrura polmonare arnanga intatta (la perfussane con fissauvo 
è considerata un procedimento efficace), tessun nnofanngei, cervello — comprese sezioni di midollo/ponte, 
cortecas cerebellare e cortecca cerebrale, pinutana, turoxde/paranso:de, qualsiasi tessuto nmico, trachea e 
pulmoni, cuore, acrte, ghiandole salivan, muiza, fegato, reni, ghsandole surrenali. pancreas, gonadi, utero, 
torgari gerutali accesson), (pelle), asafellea (se presente), esofago, stomaco; duodeno, digiuno, ileo, intesnno 
ceco, colon, rerto, vesoca unnana, linfonodi rappresentanvi, (ghiandole mammane femmunii), imuscolarura 
della cosma}, nervo penfenco (occhi), stermo con midollo osseo, (femore — compresa superfiat ammcolare), 
‘tradolio spinale a tre bvell — cereale, emutoraoco e lombare), e {ghiandole lacrunali esorbitali). (I tessun atat 
tra parentesi devono essere esaminati solo se presentano segni di rosata o se vi siano indicazioni che sono 
l'organo-bersaglio comvolto). 


Esame 1istopatolagico 


a} L'esame istopatologico completo dovrebbe essere efferato sulle vie respiratone e su alon organi e tessun di 
turi gli animali nel gruppo trattato con dosaggio elevato e nel gruppo di controllo: 


6) rurte le lesioni macroscopiche dovrebbero essere esaminare; 
c) gli argaru-bersaglio in gruppi trattan con ale dos: dovrebbero essere esasrunani; 


d) 1 polmoni degli animali ner gruppi trartan con dosaggio basso ed intermedio dovrebbero essere sortoposo ad 
stame istoparologico per l'individuazione di infezioni, porche mo formisce una valutazione appropnata dello 
staro di salute degli animali. Ultenon esami istopatologia di rounne possono non essere nchiesn per gli 
annali di questi gruppi, ma devono sempre essere eifettuati sughi vrgani che presentano lesson nel gruppo 
tramato con dose elevara; 

1) quirdo ufa uso digrupposetellite, si dovrebbe csegutre l'esame istoparologico degli stessi tessun e degli organi 
che presensano effem in altr gruppi trattati. 

IN Ora wma come alanini 2mnocransierau senci 
3* Ora nota some ispattato amunotgrariferazi (Ce hc3 


rg pr 
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Ta 


DATI 


I dan dovrebbero essere risssunn sorto forma di rabelle, indicando per ogni gruppo di saggpo ti numero di anuvali 
all'inizio del saggio, d numero degli animali che presentano lesson, 1 opr di lessone e la percentuzie degli anumali che 
presenta qsscun npo di lesioni. È nsaltau dovrebbero essere valutan ua un metodo statsaco idoneo. Qualzasi 
meindo stanco nceonosanto può essere vulizzato. 


RELAZIONE 


Relazione sul saggio 


Nella relazione sul sagmo devono figurare, se possbile: 

— specie, ceppo, ongine, condizioni ambientali, dieta; 

— condinom spenssentali: 
descnzone dell'apparecchiatura di esponzione uicluti progettazione, tipo, dimenzorni, generatore dell'aria, 
sistema di generazione delle parbcelle e degli acrosols, metodo di condizionamento dell'ana, trattamento 
dell'ama di scarico e metodo di alloggramento degli anmali in una camera di stggo, quando questa sia usata. 
L'attrezzanara per la misura della temperatura, dell'umidità e, seziglisaso; della abilità delle concentrazioni di 
aerosoì o delle dimensioni delle parcelle dovrebbe essere descritta; 


dan di espouzione: i davi dovrebbero essere tabulati presencari con valon medi e una musura della vamabilità 
‘per esempio deviazione standard) e dovrebbero includere: 
2) velontà del fiuzso dell'ama artraverso l'attrezzarora per l'inzlanione, 
b) temperatura cd umidità dell'ana, 
c} congentrazioni nominali iquannrà totale della sostanza in esame immessa nell'apparecchiatura per 
l'inalazione, divisa per il volume dell’ana), 
d) natura del vercolo, se usato, 
el concentrazione reali nella zona di sespirazione, 
.f dimensioni delle paruicelie mediane {se del caso). 
— dati sulla misposta tossica per sesso € per concentrazione; 
— livello senza efferto, quando possibile; 
— tempo della morte (durante l'espenmento) oppure speaficare «e gli animali sono sopravmissua fino alle 
concluuone della prova; 
— desenzione degli effero tossua 0 di ajen effe: 
— tempo di osservazione di ogru segno anomalo e successivo decorso; 


- 


-_ 


— dan di alimentazione ml peso corporeo; 

— nsuîtan oftalmolopa:; 

— prove ematologiche usare e risuitav completi; 

— prove di biochimica clinica usate € nsultan compren i nsoltan dell'analisi delle unne); 
— msultan della necroscopia, 

— desenzone parncolareggata di rum + nsulzau istopatologia: 

— ciaborazione stansuca der nsuitan, quando possubrie. 

— discussione de nsuitaa; 


— unterpretazione der nsultan. 


Valutazione ed interpretazione 


Vedi introdunone general», paste B. 


RIFERIMENTI 


Vedi introduzione generale, parte 8. 
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SAGGIO DI TERATOGENESI: RODITORI E NON-RODITORI 


1. METODO 
1.1. Tatrodunoae 

Vedi wnodunane generale, parte 8. 
1.2. Definizioni 


Vedi introduzione generale, parte 8. 


1.3, Sostanze di riferimento 
Nessuna, 
14. Principi del metado di saggio 


La somanza spenmentale viene sommirustrata un dou 0 concentrazioni graduate, per almeno quella parte della 
gravidanza che copre il periodo dell'organogeneni, a divern gruppi di anumali spenmentali gravida, una dose per 
gruppo. Paco pruna della data prevista del parto l'anunali viene ucas0, l'utero ioîto ed il contenuto esaminato. 
Questo metodo spenmentale copre la embriotossiati e la fetorossiota. 


1.5. Criten qualitativi 
Nessuno. 

1.6. Descrizione del metodo di saggio 
Priperazonm 


Le giovani femmine vergini adulte in buona salute, di età e dimenzioni comperabui, vengono acclimatate in 
condizioni di laboratorio per almeno $ giorni pnma dello studio; vengono por accoppiare con maschi di 
comprovasa fernlità. Le femmune inseminate vengono randormzzate ed assegnate ti gruppi di trattamento. 
L'accoppiamento può avvenire naturalmente 0 tramute insermnazione artificiale. La sostanza da saggiare nene 
somanirastrato ofpu porno alle femmine, unmediatamente dopo fimpanto e durante l'intero penodo dell'orga- 
cogencu. Un giorno pruna del termine, 1 feti vengono asportat con interectomia ed csuminsn per determinare 
eventuali anomalie viscerali 0 scheletnche, includent assificamone ntardata, mrardo della cretota ed emorragie 


intesnnali. 


Condizioni spenmentali 
Animali da faboratorio 


La spece generalmente usate sono i) rarto, 1 topo, i criceto ed il coniglio. Le spente preferite sono d ratto ed 
comglio. Sarà oppottuno usare cepyi generalmente unlizzao w laboratono. DD ceppo non dovra essere a bassa 
‘fecondità e dovra essere carattenzzato per la sua risposta 2) teratogeni. Gli ammali dovranno essere ingabbian 


indindualmente. 


Numero e 12550 


Per ogni livello di dose u nchiedono almeno 20 ferumine di farro, di topo 0 di craceto gravide. oppure 12 coniglie. 
L'obietuvo e di assicurare un numero sufficente di parn per permettere una valutazione del porenziale teratogeno 
della sostanza. 


Livelli di dose 


Si chiedono almeno 3 gruppe di dosaggio è un gruppo di controllo. Quando ia scstanza da saggiare è 
sommuustrata ut un vescolo, 3 ncluede anche un gruppo di controlla del varcolo. Se u uniizza un vescalo, le sue 
proprietà tossscologiche dovranno rssere note; esso non dovrà cssere teratogeno né avere effemm sulla nproduzione. 
Ad eccezione del wartamento con la sostanza da saggiare, gli arumali nel gruppo di controlto dovranno essere 
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trattan in modo :dennco agli arumali del grupro martato. A meno che non na limutato dalla narura fizico/ chimuca 0 
dalle proprieta biologiche della sogranza, al livello prù.elevato di dose dovrà idealmente indurre una certa roescità 
materna endente, quale una leggera perdita del peso, ma non più del 10% di mora. fi livello basso di dose non 
dovrà indurre effeto caservabili artrbuubili alla sostanze da saggiare. La dose mtermedia dovrà essere intervallota 
geometncamente tra 1 livelli di dore cievan e quell basa. 


Prova limite 


Nel caso di sostanza a bassa tosuotà, se un livello di dose di almeno 1 000 mg/kg non produce suntoou di 
embnotossictà d di terarogeniatà, prove con altn livelli di dose possono essere considerate superfive. 


Tempo di esposizione 


U giorno O nella prova è il porno in cui sono osservati (se possibile} il tappo vaginale e/o lo sperma. fl periodo in qui 
s1 sommurustra la dose dovrebbe aguardare al penado prncpale dell’organogenesi, Per il ratto ed il topo, queno 
può essere compreso fra il 6° e il 15° giorno; tra il 6* e il 14° peril criceto, e per coniglio ra Ùd é* eil 18°. Se il 
momo 0 è quello ia cu w è osservato l'accoppiamento 0 l'insemunazione aruiiciale, ai tempi di cui sopra si dovrà 


aggiungere ì giorno. Alternativamente, u pessosio del dosaggio può essere esteso approssimanvamente di 1 giorno - 


pra della data prevista per il parto. 


Pertado di osservazione 


Un accurato esame clinico dovrà essere fato almeno une volta al giorno. Osservazioni sapplementazi dovranno 
avvenire quoudianamente, con azioni appropnate prese per- munizioni la perdita di animali durante 


l'esperimento. 


Procedimento 
La sostanza da soggiare è somimmistrata oralmente, con sonda. 
La sostanza da saggiare dovrà essere sommunistrara approssaimainvamate ogni ficmno alla scessa ora. 


Agli animaii la laboratono di sesso femumurule niene semmurustrata ogni giorno la sostanza da segguare, durante il 
penodo prescnito. La dose può essere basata sui peso delle femmine all'inizio della sommirustrazione della 
sostanze, 0, altefnanvamente, sn vista del rapido sumento di peso che ha luogo durante la gravidanza, gli animali 
possono esscre pesau prrnodicamente, ed il dosaggio basato nulla determinazione più recente del peso, Î storni di 
tossiatà dovranno essere registrati a momento dell'osservazione, insieme con la data di inizso, il grado e la durata. 

Le fermmane che minacmano l'aborto © i parto prematuro dovranno essere sacrificata è soriopoge ad cuame 
macroscopico scrurato.  penodo di csservanone post-t:mamento dovrà conanvare fino a circa un giorno prima 
del termine; l'obretuvo è di copnre la maggpor parte del penodo di frandanza, ma di evitare eventuali 
complicazioni di interpretazione da msuitau che potrebbero sorgere in seguito alle nascite nansrali. Le azservazioni 
parallele includeranno, ma con si limiteranno 2: modificazione dzila cute e del pro, degli occhi e delle mucose, 
nonché del ustema nervoso centrale ed autonomo, di quello respatono e circolatono, deil'arrività somaromotona 
e del modello comportamentale. Si dovrebbe procedere sermmanaimente alla misura del consumo alimentare e alla 


pesatura degli anunali. 


Necroscopia macroscepica 


Alla mome, durante, 0 alla fine dello srudio, l'anumale dovrà essere sOtOposto ad esame Macroscopico per 
1denaficare rune le anomabe strumurali 0!e modificazioni patologiche che hanno poruto infivenzare îs gravidanza. 
Immediatamente dopo la morte, l'utero dovrà essere tolto ed il contenuto esaminato per eventuale constatazione di 


‘mone dell'embrone o del feto e del aumero di fen mim. in genere, e possbile somare la data di morte nell’utero, 


quando questa n e venficata. Na ratti è ne corugli e possubile determinare numero dai corpi lure. 


Si determinera i sesso dei fen, u cseguura la relanva pesatura individuale con repstrazione e denvazione del peso 
fetale medio. Dopo la nmozione ogni feto dovra essere esaminato esternamente. Peri rarti, 1 topi e icncen, la merà 
di ogni figliata dovrà casere preparata per l'osservazione di anomalie schelernche, e la parte nmanente di og 
figliata verta preparata per l'osservazione di anomaite o sufitortu di eventuale disfaamento vssulare usando metodi 
appropnao. Peri conigli, ogru feto verri esaminato con accurata dissezione per il nscontro di anomalie miscerali e 


di 2nomalie schelemncbe. 


DATI 


T dau devono euere nassuno sorto forma di cabelle, indicando per ogni gruppo sperumentale i numero di anumali 
all'inizio della prova, d numero di queib divenvo granidi. i atmero e le percentuali dei fen nin e da fron che 
presentano arfomabe scheletnche o disfacimento nssulare nonche la lora relazione con figliate specafiche. i nisultan 
devono essere valutano con un metodo stausisce idonco. Qualsizzi metodo miznsnco nconoscuto può essere 


valizzato. 


i 


Luni 
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3.1. Relancoe sui saggio 
Nella relanone sul'saggo devono figurare, se possibile: 
— spene, coppo, onfgine, condizioni ambientali, dieta, ecc., 
— condoni spenmentali, 
— livelli di dose (vercolo compreso, se unlizzato) e concentrazioni, 
-— dati sulla asposta tossca per dose, 
— livello senza effetto (quando possibile), 


— registrazione della data della morte durante lo srudio oppure spraficare se g): animali sono sopravnissut fino 
alla tondupone della prova. 


— descnzone degli effero tossica: o di altr effetto, 

— regitrazione della data di osservazione di oggi sintomo anomalo è successivo decoro, 
+ dat sulla alimentazione è sul peso corporeo, 

am- durato delli grovidanza e dan sulle figliate (inclusi dan mondi), 

— dan fetali (mvi/mom, sesso, anomalie dei tessun molli e anomabe scheletriche), 

— dav sulla figliata (vivi/morti, sesso, anomalie dei tessuti molli e anomalie scheletmche), 
— elaboranone stansbca dei risultati quando possibile, 

— discussione dei nsultav, 


— uwterprerazione dei risultan. 


3.2. Valutazione ed interpretazione 
Vedi introduzione generale, parte 8. 


4‘. RIFERIMENTI 


Vedi introduzione generale, parte B. 


Li 
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SAGGIO DI TOSSICITÀ CRONICA 


1. METODO 


1.3. introduzione 


Vedi inisaguzione generzie, parte È. 


1.à, Definzuoni 


Vedi introduzione generaie, pare B. 


1.3. ‘Sostanze di nferimenio 
Nessuna, 
1.4. Principio del metodo di saggno 


La sostanza n esame e sommunistrara normalmente 7 porni per settimana, per una va opportuna, a diversi gruppi 
di animali spenmentaii, una dose per gruppo, per la maggior parte della loro durata di vita. Durante e dopo 
l'esposizione alla sostanza in esame, gir anmali spenmentali sono sortoposn ad osservazione quondianamente per 


ndividuare segri di'tossuota. 


VS: Criten qualitanvi 
Nessuno. 

16. Desenzione del metodo di saggio 
Preparazioni 


Gli amimali sono tenun nelle condizioni di allogmamento e nutrizione spenmentali per almeno 5 gori prima 
dell'inizio del saggio. Pruma dell'espenmento, gli.animanh govani e sam vengono mescolan con metodo casuale ed 


assegniani a gruppi di rartamento e di controllo. 


Condizoni di ssggro 
Animali da laborasorio 


La speme pretenta e il rarto. Sulla base da nsuitan di srudi precedentemente cifettuani, altre specie irodiron o 
non-roditon. possono essere unizate. Si dovrebbero usare 1 ceppi di faboratono generalmente uniizzao di giovani 
armani sar ed il dosaggio dovrebbe inuiare non appena possubile dopo io svezzamento. 


All'inizio dello studio, ia vanzzione di peso negli arumali usati mon dovrebbe superare Ul 2 10% del valore medio. 
Quando venga inmrapreso uno srudio di tossica subcronica orzie come prefiminare 3d vno studio a lungo termune, 
si dovrebbe usare ta stessa speme e lo stesso ceppo in entrambi gi srudi. 


Numero e sesso 


Per ciascun ivello di dose si dovrebbero uniuzare, per iroditon, almeno 40 ammain: 20 maschi e 20 femmine! e un 
gruppo di controllo paralleto Le temmine sovrebbero cisere nuilipare e non gravide Se u prevede di sacnircare 
alcuni ammali. i] loro numero dovra essere aumentato del numero di animali che u prevede di sacnficare prma del 


completamento dello studio. 


Per i non roditon un numero inlerore di ammali, almeno 4 per se»s0 € per gruppo, c accemabile. 


Livelli di dose e frequenza dell'esposizione 


Si dovrebbero unliziare almeno tre livelli di dose oltre al gruppo di controllo It bivelto di duse piu cievato dovrebbe 
provocare untomi pregi di tovuata senza causare eccessiva mortalita. I) livello di dose piu basso non Jovrrbbe 


produrre sicuga evidenza di tosuatà. 


RI AES 
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La dose ile dosi) inrermediaie) dorrebbeiro) essere fissatate) in un intervallo intermedio tra le dou elevate e quelle 
basse. 


Nella sceits dei livelli di dose 51 dovrebbe tener conto der dav ottenut da precedent sagg € srudi di tosucità. 


Normalmente, la frequenza dell'esposizione e quondiana. Se la sostanza chimica viene somministrata in acqua 
potabile 0 mescolata nella dieta, essa dovrebbe essere cononuamente disponibile. 


Controlla 


Si dovrebbe usare un gruppo di controllo parallelo :dennco somo tura 1 puno di vista 2: gruppi esposn, eccezion 
tarta per l'esposizione alla sostanza in esame. 


in arcostanze specifiche, come 1n studi di :nalazione che hchiedono l'uso di aeroso) 0 di un emulssonante ad amvita 
Biologica non carartenzzata in studi oral, u dovrebbe usare anche un gruppo di contrallo neganvo parallelo. in 
gruppo di controllo neganro nceve lo stesso trattamento degl: altm gruppi di ammal sperumentali, eccermuato è 
tarto che gi animali non sono esposn alla sostanza sperimentale ne ad alcua vercoio. 


Vie di somministrazione 


Le due nie prnmpali di somministrazione sono quella orale e quella inalarona. La scelta della ms di 
sommunistrazione dipende dalle caramensnche fisiche e chimiche della sostanza :n esame e della va probabile di 


esposizione dell'uomo. 


L'uso della na cutanca presenta considerevoli problemi prabci. La tossicità sistemanca cronica derivasite 
dall'assorbumento percutaneo può essere arguita normalmente dai risultati dell'altra prova orale e dalla conoscenza 
cell'enurà dell'assorbimento percutaneo derivata dalle prove di tosuotà percutanea. 


Stud: orali 


Ove la susranza in esame sia assorbita da) tratto gastro-intestnale, e se la ma orale è una via di esposizione degli 
essen umani, la via orale di somministrazione è quella prefenta, a meno che non vi siano controrndicazioni. Gli 
arumali possono nicevere la sostanza 1n esame nella loro dieta, sciolta in acqua potabile, a in capsula. idealmente, 
dovrebbe essere usato ùn dosaggio mornalero, sette. gior per settimana, perché un dosaggio di cinque 
grorma‘ sermmana porrebbe provocare un recupero o una tossiorà da privazione nel penodo di mancato dosaggio, 
unfluenzando cos il nsultato e la valutazione successiva. Tuttana, sulla base prncpalmente di considerazioni 
pranche, i dossggo su una base di anque gior: sernmana è conuderato accettabile. 


Studi di inalazione 


Poiché gli srudi sull'inalazione offrono problemi tenia di magggor complessità delle altre vie di somministrazione, 
vengono qui fornite indicazioni più particolareggiate su questo modo di somministrazione. Dovrebbe essere notato 
che © stallamone endotracheale può cosnruue un'alternanva valida in sutvazioni speafiche, 


Le + sizioni a fungo cennine sono di solito modellate sulla esposizione umana prevista, che prevede per gli 
amuman un'esposizione quondiana di 6 ore dopo equilibrazione delle concentrazioni nella camera, per 5 
giorni 'seramana lesposzione intermittente), 0 su un'espouzione ambientale possibile, con 22-24 ore di 
esposizione / porno, 7 portu/ seramana [esposizione connnua), con arca un'ora /@orno per nutrire gli anumali allo 
stesso orano e per la manutenzione della camera. 


Lo entrambi i can, gli anumali sono di solito esposo a concentrazioni fisse delle somanze in esame. Una differenza 
umportante ds considerare tra l'esposizione intermittente € quella connnua è che, coo la prima, ni e un penodo di 
17-18 ore in qui gli anumali possono mprenderu dagli effetto di ogiu esponzione quondiana, e un penodo di 
fecupero ancora più lungo durante i fine sernmana. 


La scelta dell'esposizione ntertrartente 0 connnua dipende dagli obrermm dello studio € dall'esposizione umana che 
deve essere simulata. Turrama, certe difficoltà sermiche devono essere considerate. Per esempio, i vantaggi 
dell'esposizione conanua per sumulare fe condizioni ambientali possono essere controbilancian dalla necessità di 
nutre e abbeverare gli amumali durame l'esposizione 0 di disporre di aerosol di opo piu comphcato le affidabile) e 
di sisters di generazione di vapore e di controllo. 


Camere di esposizione 


Gli ammah dovrebbero essere sottoposti a spermentazione in-camere di inalazione progettale per sostenere un 
flusso dinamico con almeno 12 cambiamenn d'anavora, per assicurare un ‘tenore di ossigeno adeguato € 
un atmosfera di esposizione uniforme, Le camere di esporzione e di controllo dovrebbero essere identiche nella 
costruzione e nella progettazione, per poter assicurare conditica: di esposizione comparabili sorto rum gh aspero, 
eccezion fatta per l'esposizione alle sostanze in esame. Nella camera viene generalmente mantenuta una leggera 
depressione per unpedire la fuonusata deile sostanze in esame nella ona carcostante. Nelle camere sn dovrebbe 
ndusre al manuno l'affollamento degli animali Come regola generale, al fine di assicurare la stabitità dell'atmosfera 
della camera, iu «volume» totale degl animali di saggso non dovrebbe superare i 5% del volume della 


camera. 
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Si dovrebbero cseguue le misure 0 1 controlli sortotiencati: 


4} Flusso dell'ana: la veicatà del flusso d'ana anzaverso la camera dovrebbe essere controllata prefentimente 
modo conunuo. 


4) Concentrazione: durante J periodo di espouzione quotidiana, la concentrazione della sovanza in esame non 
dovrebbe varare di prù 0 meno d 15% del valore meda. 


11) Temperatara ed umidità: per 1 coditon la temperanira dovrebbe essere mantenuta sui 22 *Cit 2°Che 
l'umadita all'unerno della camera aj 30-70%, cocerto quando l'acqua € usata per mantenere in sospensione la 
sostanza di prova nell'atmosfera della camera. Prefenbmente entrambe dovrebbero essere controsate un 


LOBO. 


iv) Misura delle dimenuoni delle parncelle: la distibuzione delle dimensioni delle parocelle dovrebbe essere 
determinata sulle atmosfere di camere che contengano serosoi liquidi 0 solidi. Le parncelle contenuie negu 
aerosol dovrebbero avere dimensioni tali.da essere inaiabili dall'anumale da laboratono ussto. i campioni di 
atmosfera dovtebbero essere prelevati a livello della zona di respirazione degli anumati. ll campione d'ana 
dovrebbe essere rappresentanvo della disimbuzione delle parucelle a qui gli animati sono esposti e dovrebbe 
fapprescniafe, su une base granmennca, rutto Î'acrosol sospeso anche quando gran parte di esso non e 
respirabue. Le analisi della grandezza delle parbcelle dovrebbero essere effettuate spesso durante ia messa a 
punto del ustema di generazione per assicurare la stabilità dell'aerosoci e, in seguito, quando sì atenga 
necessario, durante le esposizioni, per determinare in modo adeguato l'uniformità della disimbuzione delle 
parvceile a cu gli animali sono stan esposa. 


Durara deltio studio 


La durata del penodo di somministrazione dovrebbe essere di almeno 12 meu. 


Procedimento 
Osservazioni 


Un accurato esame clinico dovrebbe essere eseguito almeno quondianamente. Oltre alle osservazioni supplemen- 
tan, si: dorreobero ‘adottare le misure appropnate per Ndurre a) massimo la perdita di animali, ad esempio 
necroscopia o retngerazione degli animali trova mort e isolamento o samnfico degli anumali deboli a monbonas. 
Si davrebbero eseguire accurate osservazioni per individuare l'insorgere e la progresuone di tutu gi effera cossa € 
per ndurre aj massimo le. perdite dovute a malarua, ad autolisa, 0 a cannibalismo. 


1 segni dina, comprese le alterazioni aculan e neurologiche nonché la mortalità, dovrebbero essere «egisuran per 
msn gli animali. Si dovrebbero registrare d tempo di insorgenza e la progressione delle conc: vn1 tossiche, 
COMPIESI 1 TUMON SOSpero. 


Una repurazione wdinduale del peso corporeo di rura gli anumali dovrebbe essere efferruata una volta per 
settimana, durante le pnme 13 sertunane del perrodo di saggro td almeno una volta ogni 4 sernmane in seguito. La 
Quanuta di abo ngenta dovrebbe essere determunata serumanalmente durante le prume 53 serumane dello srudio, e 
pos 2 intervalli di arca tre mesi, a meno che lo stato di salute ole vanazioni del peso corporeo non impongano altre 


soluzione: 


Esame ematologico 


L'esame ematolopco {dd esempio: contenuto di emoglobina, volume delle cellule ammassare, entroca totali, 
leucoot totali, piasmne, o altre misure di potenziale di cosgulazione! dovrebbe essere eseguito dopa ]} mesi, 6 mess 
e quindi 4 intervalli di arca 6 mes, ed alla conciuuone dello studio, su campioni di sangue raccola da tute « 
non-roditon e da 10 raro per sesso di rurn 1 gruppi. Se possibile, ques prehev: dovrebbero essere effettuan ogni ‘ 
volta sugli stess ram. Inoltre, si dovrebbe raccogliere un campione prima dell'esperimento dai non-roditon. 


Se le osservazioni chaiche indicano un detenoramento nella salute degli ammali durante fo studio, si dovrebbe 
essguue un conteggio differenziale emanco dei suddetti animali. 


Un conteggio differenziale emavco nene eseguito sur camproni provervent dagli asumabi del gruppo a dosagpo più 
elevato e das controil. 1 conteggio differenziali emana sono eseguia per il gruppo seguente ‘o 1 gruppi seguenn) 
rrartato con dosaggio infenore, soltanto se n sono discordanze imponana ca gruppo grartato con dosaggio piu 
elevato ed : controlli, 0 se vi sono indicazioni demnvant da nsultan dall'esame patolopco. 


Analis: delle urine 


Per l'analiz m dovrebbero prelevare campior di urina da rum s non-roditon e da 10 ram per sesso di tura i gruppi, 
ve possibile dagli sflss: raro ed agli stessi intervalli dell'esame rimatolopico. Le seguenti determinazioni dovrebbero 
essere etfertuaze 0 sus angoli anumali 0 ns una muscela de campioni per sesso e per gruppo di roditon: 


— aspetto: vohune e “nstà per i singoli ansmali; 


RI, pese 
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— proteine, glucone, chetori, sangue occulta (semiquanntanvamente); 
— microscopi del sedimento (semiquannianvamente?. 


Chimica clinica 


Approssimanvamente a intervani di é mesi, edi alla concluuone del saggio, u prelevano campione di sangue per le 
determinazioni d chimica cinica da rust 1 non-rociton e da 10 ratts/ sesso di turn 1 gruppa, se possibile dagli stess 
«arti a ogni uitervaulo, Inoltre % dovrebbe presevare un campione prima dell'espenmento dai non-roditon. Da 
Sueso campioni vene prepararo U plasma e vengono eseguite le seguena anzlis:: 


— concentrazione delle protene totali: 
— concentrazione deil'aibumina; 


— saggio di funzionalità epatica iquai: amvita fosfacan alcalina, giurammico-piruvico transaminas (*} e 
transminasi glutammuco-ossalacenca 13), glutamma) ranspepudas, omutina decarbossilas); 


— metabolismo dei caboidran, quali giucoso emanco a digiuno; 


— sap di funzionalità renale, quali azoto uraico emanco. 


Necroscopia macroscopica 


È necessario un esame negtoscopico completo di turi gli animali, compren quelli moro durante l'espenmento o 
uccisi perche monbendi. Prima del sacnfico da ruto ghi animali n dovrebbero prelevare campioni di sangue peri 
conteggi differenziali emano. Tutte le lesioni macroscopiche visibili, 1 tumon o le lesioni sospette quali rumon 
dovrebbero essere conservate. S1 dovrebbe cercare di correlare fe osservazioni macroscopiche con 1 nsultan degli 


CSAMU TUOTRICOPIA. 


Turo gli organi e 1 tessuo dovrebbero essere conservan per l'esame istopatologico. Questo di solito nguarda 1 
seguent orgary € tessun: cervello (*1 midollo‘ ponte, corteccia cerebellare, corteccia ceredraie?, pirutana, arcide 
compresa paratrosde), timo, palmony itrachea compresa), cuore, aorta, ghiandole salivane, fegato (*), milza, 
retu (3), ghiandole surrenali (*!, esofago, stomaco. duodeno, digiuno, ileo, intestino cieco, colon, ferto, utero, 
vescica urinania, Lafonodi, pancreas, gonadi i*}, organi geritali accesson, gluandole mammane femminili, pelle, 
muscolatura, nervo penfenco, midollo spinale (cervicale, roraaico, lombare), sterno con mudallo osseo e femore . 
arucolazione compresa) e occh:, L'insufflazione da pcimoni e della vesoca unnana con un fissauvo è i modo 
ottimale di conservare quest tessua; l'insufflazione der polmoni negli studi di nalazione e essenziale per eseguire un 
esame istopatologico appropriato. Negli studi speciali, quali quelii di inalazione, sw studieranno l'intero tramto 


respuatono compreso naso, fannge e lannge. 


Se 51 eseguono altr esumi chinsa. le informazioni omenute da quesni dovranno essere disponibili pruma dell'esame 
Mucroscopico, perche rss possono fornire indicazioni sigruficanve al patologo, 


istopatologia 


Turte le alterazioni mubili, 10 particolare nimon ed altre lessoni che 1 venficano in qualsiasi organo, dovrebbero 
essere esamanan microscomcamente. Inoltre su raccomandano le segueno procedure: 


41 esame microscopico di nuto gli organi € tessuo conservati, con desonzione completa di cune le lesson: 
scontrate in: 
1. ruro gli animali che sono mort durante lo srudio, € 
2. rum quelli der gruppi rramanconla dote elevata e controlli. Queso organi, prelevan da 10 animali per sesso 
€ per gruppo per 1 roditon e da tutt i non-raditoni, piu tiroide (con paranrorde* per rum 1 non-soditon, 
dovrebbero cssere pessti; 


d) gliorgarso tessuti che mostrano anomahe causate, 0 possibelmente causate dalla sostanza un esame, vengono 
esamina anche negli animal apparteneno 21 gruppi vartati con lr dos piu basse; 


€) se al nsultaro dell'espenmento evidenzia una nduzione sostanziale della longevità normale degh ammali o 
induzione di effero n grado di influire sulla risposta tossica, gli animali del gruppo tramato con livello di dose 
ummediatamente inferiore dovrebbero essere esaminano come sopra desco; 


4; inlormmanoni sull'uadenza di leuoni normalmente nscontrate nel coppo degli ammal usan, nelle stesse 
condizioni di laborarono ossa 1 dan stona de controlli sono indispensabili per valutare corremamente 


lumporanza dei mutameno caservati negli animali uamtan. 


" Ora nota come zlanno-amnunonansirtàt enca 
#1 Ora nossa cDÎne spartito amminotr anaferal erica. 
1 Quesn organi, prelevan da 10 arumab per ‘nao e per gruppo per i rudton e da rum 1 non-rabico, piu nrode com paranrosdi! per netti + 


non-radiinn, dovrebbero essere pet. 


$$ 
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DATI 


1 dan dovrebbero essere nassunt sorto forma di tabelle, indicando per ogru gruppo di sagmo u numero di animali 
all'inizio del saggpo, i aumero degh anumali che presenta lesson: e la peromtuale degli animali.che presenta Gascun 
npo di lenone. | nsultav dovrebbero essere valutau con un meiodo stansnco idoneo. Qualnas inerodo stavsoco 
nconosauto puo essere uniizzato. 


RELAZIONE 


Relazione sul saggio 

Nella relazione sul saggio devono figurare, se possibile: 

— spece, ceppo, ongpne, condiziom ambientali, dieta: 

— condizioni spenmentali: 
desenzione dell'apparecchiatura per l'esposizione, incluse: progettazione, upo, dimensioni, fonte dell'ana, 
sistema per generare parncelle e aerosol, metodo di condizionamento dell'ana, ramamento dell'ana di scanco 
e metodo di alloggiamento degli.anumali in una camera di saggio, quando questa è unlizzata. L'arrerzarura per 
misurare la temperatura, l'umudità e, se del caso, fa stabilita di concentrazione degli aerosoi 0 la dimensione 


delle particelle dovrebbe essere deserta; 


dat di esposizione: dovrebbero essere presentati in forma tabulare con 1 valon medi e una musura della 
vanabiità iper esempio: deviazione standard) e dovrebbero includere: 


a) portate dell'ana attraverso l'artrezzarura di inalazione. 

b) temperatura ed umudità dell'ana, 

£) concentrazioni nominali (quanntà torale della sostanza in esame mimessa nell'atrrezzarura di inalazione 
divisa per 4 volume dell’ana), 

d) fatura del vercolo, se usato, 

e} concentrazioni reali nella zona spenmentale di respirazione. 

f) dimensioni delle parncelle mediano (se del c2501; 


— livelli di dose incluso ui vercolo, se usato) e le concentrazioni; 
— dao relanvi agli cifera tossica per sesso e dose; 


— Uvello senza effera; 
— tempo di evena letali durante fo studio 0 se gli ammali erano vivi al compietamento del saggio; 


— descnzone degli effern tosua e di alm effe; 

=— registranone della data di osservazione di ogni untomo anomalo € succrssivo decorso; 

— daa di alimentazione e di peso corporeo; 

— niuiag oftaimolopa; 

— prove ematologiche usate e npaltan complen: 

}— sagg di biochumica circa usso e nsultan compie compresi 1 nsultao dell'analisi delle urine); 
— msultaa della necroscopia; 

— descnuone particolareggata di tutti : rusultan istopatologia; 

— teiaborazione stansnca da nsultan, quando possibile; 

— dscussone de nsultao; 


— interpretazione dei nsultan. 


Valutazione ed wierpretanone 


Vedi introduzione generale, parte 8. 


RIFERIMENTI 


Vedi introduzione generale. parte B. 


es 
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SAGGIO DI CANCEROGENESI 

1. METODO 
1.3.. latroduzione 

Vedi introduzione generale, parte B. 
1.2, Definizioni 

Vedi introduzione generale, parte B. 
1,3. Sostanze di riferimento 

Nessuna. 
1.4. Principio del mevodo di saggio 


La sostanza da saggiare È somministrata normalmente 7 giorni per settimana, tramite via appropriata, a diverti 

. Bmuppi di animali sperimentali, una dose per gruppo, per la maggior parte della loro durata di vita. Durante e dopo 
l'esposizione alla sostanza, gli animali verranno sottoposti giornalmente ad osservazione pei individuare i sintomi 
della tossicità, in parzicolare lo sviluppo dei rumori. 


1.5. Criteri qualitativi 
Nessuno. 

1.6. Descrizione del metodo di saggio 
Preparazioni 


Gli animali sono tenuti nell'allogio sperimentale e nutriti per almeno $ giorni prima dell'inizio della prova. Prima 
dell'esperimento, gli animali giovani e sani vengono randomizzati ed assegnati a gruppi stabiliti. 


Animali da laboratorio 


La specie preferita è il ratto. Sulla base dei risultati di studi precedentemente intrapresi, alure specie {roditori © 
non-roditori) possono essere utilizzate. Sarà opportuno usare ceppi di giovani animali sani generalmente utilizzati 
sp faboratoric e il dosaggio dovrà iniziare non appent possibile dopo lo svezzamento. All'inizio dello studio, le 
vanazione di peso degli animali usati non dovrà superare più o meno 20% del valore medio. Quando vengano 
antrapres studi di subcronicità orale come prelisninari ad uno studio a lungo termine, si dovranno usare le stesse 
specie un ehtrambi gli studi. 


Numero e sesso 

Si utilizzeranno animali di entrambi i sessi. 

La somministrazione del dosaggio ai roditori dovrà cominiciare son appena possibile dopo lo svezzamento. 
Nel caso di roditori si utilizzeranno almeno 100 animali (SO maschi e S0 femmine] per ogni livello di dose e gruppo 
di cootrollo parallelo. Le femmine devono essere nullipare e son gravide. Se si prevede di sacrificare ad intervalli 


alcuni animali, ij sumero dovrà essere aumentato del numero di animali che si prevede di sacrificare prima del 
completamento dello. studio. 


Livelli di dose e frequenza dell'esposizione 


Si dovranno usare almeno tre livelli di dose oltre a un gruppo di controllo parallelo. I livello di dose più elevato 
dovrà essere tale da provocare sintomi di tossicità minimi, quali una leggera diminuzione dell'aumento del peso 
corporeo (meno di 10%), senza alterare sostanzialmente la durata normale di vita per effetti diversi da quelli dei 
fumon. 


La dose più bussa ada dovrà interferire con la crescita, lo sviluppo, e la longevità normali dell'animale né produtre 
santomi di tossicità. In generale, essa non dovrà essere inferiore al 10% della dose più elevata. 
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La ile) dose) ntermedia(e) dovra essere sabdita mediamente tra le dou chevam e quelle basse. 


La scelta der livelli di dose dorrà prendere un consderazone : dau delle prove e degli nudi precedeno di 
IDssicità. 


Se ll prodoro chisuco e somministrato ut acqua porabe o mescolato acli dieta, eso dovrà essere conunuamente 
disporubile. 


Controlli 


Su usera U gruppo di cootrollo parallelo, che è ulenuco sormo ogru asperto 21 gruppi esposto eccezion farta per 
l'esposizione alla sostanza 10 esime. 


in cvcostanze specifiche, quali ad esempio gli studi di inalazione comporiani impego di serosol o gli studi sulla 
tossiatà orale che contemplano l'uso di un emulsionante ad atumtà biologica atipica, i utilizzerà un gruppo di 
controllo supplementare noa esposto al vecolo. 


Vie di somministrazione 


Le tre vie panopali di somministrazione sono: orale, cutanea e per inalanone. La iceita della via di 
sommirustrazione dipende dalle caramensiche fisiche e chumiche della sostanza da saggiare € dalla via che 
caramenzza |" i degli essen umatu. 


Saggio per na orale 


Se la sostanza da saggiare è assorbita dal ratto gastrontestnale, e se la ma orale è una na di esponzione degli essen 
umani, verrà prefenta la nia orale di sorartmistrazione, a meno che non n siano controindicazion:. Gli animali 
dovranno ncevere la sostanza da sagmare nella loro dieta, scotta 1 acqua potabile, 0 in caperla. 


N dosaggio reale dovrebbe essere un dosaggio quotidiano sulla base di sette giorm:/ settimana, perché i) dosaggio di 
cinque gioftu:semmana permette d recupero o ls perdita di tosucità nel penodo di mancato dossaggo, 
influenzando con 1 nsuîtan e la valutazione succesura. Turmavia, pnncpalmente sulla base di considerazioni 
pratiche, i dosaggio di anque giorni/ settimana è considerato accertabale. 


Saggio per nia cutanea 


L'esposizione crtanca per spensellamento della pelle può essere scelta per simulare uns via principale di 
esposunone umana e come psiema modello per indunone di lessoni curanee. 


Saggio per na inalatona 


Posché gii esperunent di wal:zione presentano problemi tecmia di maggior complessità delle alue nie di 
somminsgazione, si formuscono w questa sede indicazioni parocolareggate su questo modo di sommisustranone. 
Da notare molte che l'inmallanone endotracheale può costine un'altemanva valida ue mruazioni specifiche. 


Le espossziore a lungo termine sono di solito avodellate su: vpi di esposinone umana e sortopongono gli animali ad 
ua csporuzione quondiana di 6 ore dopo livellamento delle concentrazoni della camera, per $ giorna/sernmina 
esposuzooe ntermuttente) 0, per wn'esponnone ambsentale possibile, cun 22-24 ore di esposzione/giore 7 
gorn:/sermmana (esponzione connaua), cco arca un'ora per sutnre gli animali m aran umili ogni porno e per d 
mantenimento delle camere. in entramin i casi, gli arumali di solito sono esposo ad una concentrazione fissa di 
sostanza di taggare. Una differenza notevole da conuderare ca l'esponnone ntermumente e quella conanua è 
cosntuita dal farto che con la prima mè un penodo di 17-18 ore ro cui gli anumali possono nprenderu dagli effern di 
gpu cspostigne, € un penodo ancora piu lungo di recupero a fine settimana. 


La scelta dell'esposizione ntermuttente o connnua dipende dagli obieruni dello srudio € dall'esponzione umana da 
umulase. Tumtavia, accomera conpderare alcune difficoltà recruche. Per esempio, 1 vantagg dell'esponzione 
continva per l3 aimulazzone delle condizioni ambrentab possono essere compensan dalla necesntà di abbeverare o 
nutre gi anumati durante l'esporzione, e dall'esgenia di usare 2erosoi più compbican te affidabili), di generare d 
vapore € di usase tecniche di controllo. 


Camere di esposizione 


Gli animali dovranno essere sortoposn 2 prove in camere di inalazione progerute per sostenere un Busso dinamico 
di almeno 12 cambiamenp d'an2/ara, pet asucurare un tenore di ossugeno adeguato e un'aunosfera ugualmente 
distribuita. Le camere di esporazione e di controllo dovranno avere costruzioni € progettazioni rlentiche per 
assicurare condizioni di sponzoce chmparatili sotto tera gli asperi, ecorsionfasta per le esponzioni alle sonanie 


Ra 
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da saggiare. Una leggera pressione negativa dentro la camera viene generalmente mantenuta per impedire perdite 
della soitanza sperimentale nella zona circostante. Nelle camere ti dorrà ridurre al massimo l'affollamento degli 
arumali sperimentali, Come regola generale per assicurare la stabilità dell'atmosfera della camera, il «volume» 
totale degli animali sperimentali non dovrà superare il 5% del volume della camera. 


Si efferrueranno le seguenti misurazioni o'controlli: 
1) Corrente d'aria: ls pomata d'aria attraverso la camera dovrà essere controllata preferibilmente in 
coannuo, 


i) Concentrazione: durante il periodo di esposizione quotidiana, la concentrazione non dovrà variare di più del 4 
15% dali valore medio. Per la durata totale dello studio, le concentrazioni giornaliere dovranno essere tenute 
costano nella misura del possibile. 


an) Temperatura ed umidità: per i roditori, la temperatura dovrà essere mantenuta a 22 °C (+ 2 *C)e l'umidità 
all'interno della camera al 30-70%, eccetto quando l’acqua è usata per mantenere in sospensione la sostanza 
spenmentale nell'atmosfera della camera, Entrambe dovranno essere conirollate preferibilmente in conti- 
nuo. 


tv) Misurazioni delle dimensioni delle parricelici occorrerà effettuare una determinazione della distribuzione 
dimensionale delle particelle nell'atmosfera delle camere in cui si usino aerosol liquidi o solidi. Le particelle 
degli aerosol dovranno essere di dimensioni tespirabili per gli animali sperimentali usati. 1 campioni delle 
atmosfere della camera saranno prelevati nell'area di respirazione degli animali. Il campione dell'aria sasò 
- rappresentativo della distribuzione delle particelle a cui gli animali sono esposti e dovrà rappresentare, su una 
base gravimetrica, rutto l'aerosol sospeso anche quando gran parte dello stesso non è respirabile. Le analisi 
granulometriche davranno essere effermuate di frequente durante la messa a. punto del sisterna di generazione 
per assicurare la stabilità dell'aeroso! e, in seguito, durante le esposizioni, solo quando necessario, a seconda - 
dei bisogni, per determinare l'uniformità di distribuzione delle particelle a cui gli animali sono stati 
«spora. 


Durata dello studio 


La durata di un test di cancerogenesi copre la parte principale della durata normale di vita degli animali 
spenmentali. La conclusione dello studio sarà dopo 18 mesi per itopi edi criceti, e dopo 24 mesi periratti; tuttavia, 
per cert ceppi di animali con maggior longevità e 12550 poco elevato di rumori spontanei, la conclusione dovrebbe 
essere dopo 24 mesi per i wpi ed ì criceti e dopo 30 mesi per i ratti. Alternativamente, la conclusione di un tale 
studio esteso è accettabile quando la percentuale di superstiti nei gruppo a livello di dose più basso o nel gruppo di 
controllo raggiunge il 25%. Allo scopo di terminare lo studio in cui si manifesti una differenza evidente nella 
msposta, determinata dal sesso, ciascun sesso dovrà essere considerato come un esperimento distinto. Quando solo 
il gruppo a dose elevata muore prematuramente per ovvie ragioni di tossicità, questa ragione non deve determinare 
la conclusione dell'esperimento a meno che le manifestazioni tossiche son causino problemi negli altri gruppi. 
Perché un risultaro sperimentale negativo sia accettabile, non più del 10% di animali di qualsiasi gruppo deve 
essere perso a causa di autolisi, cannibalismo o altri problemi, e i tasso di sopravvivenza di tutti i gruppi non deve 
essere inferiore al 50% a 18 mesi perì topi ed i criceti € a 24 mesi peri rarci. 


Procedimento 
Osservazioni. 


Le osservazioni parallele includeranno modificazioni della cute e del pelo, degli occhi e delle mucose nonché del 
sistema nervoso centrale ed autonomo, di quello respiratorio e circolatorio, dell'atuvità somatomotoria e del 
modello comportamentale. 


L'osservazione regolare degli animali è necessaria per assicurarsi che-gli stessi siano conservati il più possibile perio 
studio e non persi a causa di cannibalismo, autolisi dei tessuti o smarrimento. Gli animali moribondi verranno 
funoti è SONOposn è NECTOSCOPia, 


Per vatri gli animali stannoteranno i sintomi clinici e la mortalità. Si dedicherà speciale attenzione all'insorgenza dei 
tumon; s registrerà la data di inizio, la posizione, le dimensioni, l'asperto e la progressione di ogni tumore 
grossolanamente visibile o palpabile. 


Si procederà settimanalmente alla misurazione del consumo alimentare (e del consumo dell'acqua guri la 
sostanza spenmentale è somministrata in acqua potàbil) durante le prime 13 settimane dello studio e 
successivamente a intervalli di circa tre mesi a meno che i cambiamenti dello stato di salute 0 del peso corporeo non 
impongano alture soluzioni. 


‘ D peso corporeo dovrà essere registrato individualmente per tutti gli animali uns vola per settimana durante le 
prime 13 sertimane del periodo di prova ed almeno una volta ogni 4 settimane in seguito. 


ia 
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Esami cimici 


Ematologia 


Se le osservazioni paraliele endenziano un detemoramento nella salute degli animali durante jo srudio, u eseguarà 
un comeggo differenziale del sangue degli anumali cose. 


Dopo 12 men, 18 mey e prima del saonfico, s fara uno srisco del sangue di rutti gli animali, Un contegno 
differenziale del sangue sara eseguito rn campioni omenuri dagli animali nei gruppo a dosagg:o piu elevato e nei 
controlli. Se 1 suddetti dan, e in paracolare quelli ortenuni parma del sacnfi0o, o 1 dar dall'esame prologo ne 
indicano i'essgenza, x eseguara u conueggio differenziaie del sangue anche per il grupporu) trartato con dosaggio 
immediatamente intenore. 


Esame autoprico di base 


L'esame autopnco di base compiero dovrà essere eseguito si tutt gli annali, compres quelli che sono moro 
durante l'espenmento e quelh monbondi. Si conserveranno turi 1 tumor o le leuoni nsbdi 0 sosperte. 


Tseguena organi e tessuo dovranno.essete conservan in mezzo adarto per esami istoparolopa furan possibili: rurte 
le lessoni generali, cervello — comprese sezioni di midollo/ ponte, corteccia cerebellare e cortecma cerebraje, 
pituitana, nro1de; paranoide. qualsiasi tessuto fimico, trachea e polmoni, cuore, dorta, ghiandole salivane, 
milza, fegato, rera, ghiandole surrenali, pancreas, gonadi, utero; organi genitali accessoni, pelle, esofago. 
stomaco, duodeno, dipuna, ileo, intesuno ceco, colon, rerto, vesata unnana, linfonodi rappresemann, 
gh:andole mammane femminili, muscolatura della cosca, nervo penferico, sterno con midollo cssco, femore — 
compresa superficie arucolare, midollo spinale a tre livelli — cercate, mediororanco e lombare, occhi e ghiandoie 


lacnmali esorbirait. 


Sebbene l'insufffazione dei polmoni € della vesaca unnana con un fissanvo sua Ù modo ommale di conservare 
queso ressuo, l'insufflazione dei poumoni negii studi di uiaiazione. e un requisito necessano per l'esecuzione 
dell'esame istopatologico appropriato. Negii stud: di inalazione, sa conservera tutto d tratto respuratono, comprese 


le cavità casali, le fanng e le lannp. 


Esame 1istopatologico 


2) Esame istopatologico completo degli organi e dei tessun di rutti gli animali che muoiono o vengono samfican 
durante la prova. e di rurt gl anirtali ne gruppi trartan con dose elevata è nei controili. 


b) Esame dei rumon o lesiva: grossolane nubtili 0 sospette un rutti 1 gruppi. 

ci Se ner gruppi crarmran con dosaggio elevato e nei gruppi di controllo u nscontra una differenza sgnificanva 
neil'inadenza di lesioni neoplastiche, si eseguira l'esame istopatologico d: quell’organo o tessuto spraifico negli 
af gruppi. 


d) Se 1 tasso ds sopraviventa nel gruppo varare con dosi elevate e significanvamente nfenore,a quelio del 
gruppo di controllo, il gruppo wararo con dosaggio immediatamente inferiore dovra essere sortoposto ad 


esame completo. 

er Se nel gruppo urartato con dos elevate 1 nscontra induzione di tossicità 0 altr effero che pomebbero iniluure 
sulla rsposta neoplasncs. u etferrvera un esame completo del grupr-> trartato cov U dosaggio unmediztamente 
infenare. 


da 


DATI 
tdan dovranno essere nassunti sorto torma di tabella, indicando per'ogni gruppo spenmentale ù numero di animali 
all'imzio veila prova,  aumero di aman che presentano fumon scopera durante l'espenmento, la data di 


individuazione ed il numero di animali in cus ui sono ascontran rumon dopo l'ucqmone. | nsultaa debbono essere 
valutano con un metodo sanisnco idoneo. Qualsiasi metodo stansitto nconosauto puo essere undzzaro. 


ì. RELAZIONE 


3.14 Relazione val saggio 


Nella relazione sul saggpo devono figurase. se possibile: 


— spene. ceppo. orngne, condizioni ambientali, dieta, ecc., 
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- condituori ipenmentaà 


descrunone dell'apparecchisrara di esponnone, ndudente: 

progettazione, Dpo, dimentaoni, fonte di ana, sistema per generare parucelle ed serosol, metudo ‘di 
condinonamento dell'ans, varmamento dell'aria di scarico, metodo di alloggiamento degli ammali in una 
camera sperimentale quando questo nisterme venga undizzato, Descnzione del disponuro per misurare la 
temperatura, l'umidità e, ae dei caso, Le stabilma delle concentrazioni: di serosoi o le dimensioni delle 


partoelle. 
Dan db esposzzione: questi dovranno essere presentab 10 forma di tabelle con indicazione der valon medi e une 
misura della variabilità (ad esempio: deviazione standard) e anciuderanno: 


a) portata dell’ana artraverso l'antrezzarira di inalazione, 
6) remperatura ed umidità dell'ana, 


ci concentrazioni nominali (quannia totale della sostanza sperimentale unmessà pell'attrezzatura di 
inalazione divisà per 4 volume dell'ane), 


dì natara del vecolo, se ussto, 
€) concentrazioni reali nelle tona sperimentale di respurazione, 
f) dimensioni delle parvcelle mediant (se del caso): 


— livelli di dose (vescolo compreso, st unlizzato) € concentrazioni; 
— dar di unadenza del rumore secondo 11 sesso, la dose e il npo di rumore; 


— registrazione della data della morte (durante l'esperunento) oppure specificare se gli animali sono sopravmssun 
fino alla conciumone delia prova; 


— dav sulla sposta tossica per scuso © per dose; 

-— descnzione degli effero torna è di ale effero; 

— repstrazione della data di osservazione di ogni sintomo anomalo e del decorso succesuto; 
— alumentazione e dav sul peso corporeo; 

— nsultaa dell'esame ematolopco; 

— nsultav dell'autopus: 

— deicnzone parbeolareggata di turo i risultano iscoparologa; 

— elaborazione ratsnca de: nsultav con desenzione dei merodi ampiegani; 


— discussone dei nsultati; 
— interpretazione dei nisultan. 


Vajlutancer ed interprerazione 
Vedi introduzione generale, paste 8. 


RIFERIMENTI 


Vedi introduzione generale, paste 8. 
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SAGGIO COMBINATO DI TOSSICITÀ CRONICA / CANCEROGENESI 


1 METODO 
11 Iatroduzione 

Vedi introduzione generale, parte B. 
1.2. Definizioni 


Vedi introduzione generale, parte B. 


1.3. Sostanze di riferimento 
Nessuna. 
14. Principio del metodo di ‘saggio 


L'obiettivo di un saggio combinato di tossicità cronica/cancerogenesi è quello di determinare gli effetti cronici e 
cancerogeni di una sostants di una specie di mammifero in seguito a esposizione prolungate. 


Per questo scopo, uno studio di cancerogenesi è integrato con almeno un gruppo satellite tractato e un gruppo 
satellite di controllo. La dose usata per il gruppo satellite a dose elevata può essere più alta di quella usata per il 
gruppo a dose elevata nello studio di cancerogenesi. Nello studio di cancerogenesi, gli animali sono esaminati per la 
tossiatà in generale come pure per la risposta cancesogena. Gli animali nel gruppo satellite tramato sono esaminati 
per la tossicità in generale. 


La sostanza in esame è somministrata normalmente 7 giorni per settimana, per una via di somminiscrazione 
appropnata, a diversi gruppi di animali da esperimento, una dose per gruppo, per la maggior parte della loro vita. 
Durante e dopo l'esposizione alla sostanza in esame, gli animali da esperimento vengono osservati ogni giorno per 
individuare i segni di tossiatà e lo sviluppo di tumori. 


1.5. Criteri qualitativi 
Nessuno, 
16. Descrizione del metodo di saggio 


Gli animali sono tenuti nelle condizioni di alloggio e di alimentazione del saggio per almeno 5 giorni prima 
dell'inizio della prova. Prima dell'espenmento, gli animali giovani e sani vengono mescolati con metodo casuale cd 
assegnati a gruppi. 


Animali da esperimento 


La specie preferita è il ratto. Sulla base dei nsultati di studi precedentemente svolti. altre specie (roditon 0 
non-roditori} possono essere utilizzare. Si dovrebbero usare i ceppi di animali giovani sani generalmente usati in 
laboratorio e 11 dosaggio dovrebbe cominiciare non appena possibile dopo lo svezzamento. 


All'inizio dello studio, Ja vanazione de) peso degli animali usati non dovrebbe superare i è 20% del valore medio, 
Quando venga intrapreso uno studio subcroriico orale come preliminare sd uno studio a lungo termine, ti 
dovrebbe usare la stessa specie e lo stesso ceppo in entrambi gli studi, 


Numeco e sesso 


Per i roditori si dovrebbero usare almeno 100 animali (50 maschi e 50 femmine) pet ciascun tivello di dose e un 

&ruppo di controllo paralleto. Le femmine dovranno essere nullipare e noo gravide. Se si prevedono sacrifici 
i, il numero dovrebbe essere aumentato del numero di animali che si prevede di sacrificare prima del 

completamento dello studio. 

Di) gruppoli) satellite(i) rartato(i) per la valutazione di patologie diverse dai rumori dovrebbe essere composto da 


20 animali di ciascun sesso, mentre il gruppo di concollo satellite dovrà contenere 10 animali di ciascuo 
9e5S0. 
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Livelli di dose e frequenza di esposstione 


Per gli scopi delle prove di cancerogenes @ dovrebbero usare almeno cre livelli di dose altre ad un gruppo di 
controlla parallelo. D livello di dose più elevato dovrebbe produrre santoni munuru di tosnatà, quale uo leggero 
calo dell'aumento del peso corporro (meno del 10%), semza alterare sostanzialmente la durata sormale di nta a 
causs di efferri divern du nimon. 


Îl livello di dose più basso non dovrebbe unterfense con la cresata normale, lo seluppo e la longevità dell'animale, 
né produrre alcuna indicazione di tosucità. Questa dose, is genere, non dovrebbe essere infenore al 10% della 
dose clevata. Late) doseti) 1ntermediale) dorrebbe(ro) essere fisata(e) in un intervallo medio compreso fra la dose 
elevata 2 quella bassa. La selezione der livelli di dose dovrebbe rener conto der dan denvan dai sagg e dagli studi di . 
tosuatà precedeni. Per le finalità del saggio di tossicità cronica, Dei. saggio vengono inclusa gruppi rarmtan 
agpunavi e an gruppo di controllo satellite parallelo. La dose elevata per ù ramamenzo degli animali del gruppo 
sarellice dovrà essere tale da produrre endeno segni di tospatà. 


La frequenza dell'esposizione è normalmente quondiana. Se ls sostanza chitnica è somamanistrata nell'acqua da bere 
o mescolata nella dieta, queste dovrebbero essere connnuamente dispotubili. 


Controlli 


Si dovrebbe usare un gruppo parallelo, ideno@» sorto rurd gli aspetti si gruppi trattati, fatta eccezione per 
l'esposizione alla sosranza 1 esame. 


In arcostanze speciali, quali gli studi di uialazione comportanti fuso di aerosol 0 di un emulsionante con attività 
bioiogca non caramenzzata mediante studi di tornata arale, u dovrebbe utlizzare un gruppo di controlla 
complementare nos esposto 2) vescolo. 


Vie di somministrazione 


Le tre vie prurcipali di somministrazione sono: orale, cutanea e per inalazione. La scelta della na di 
somministrazione è funzione delle caranensuche dumico-fisiche della sostanza in esame e della più probabile via di 


esposizione degli essen urriani. 


Saggi per via orale 


Quando la sostanza in esarne è assorbita dal ramo gastrointesunale e f'ingesnone è una via di esposizione per gli 
essen umani, n preferisce la via orale di sotmmunistrazione a meno che n nano cnatrorndicanoni. Gli anunali 
possono ncevere la sostanza 11 esame cella loro dieta, scotta nell'acqua portabile, 0 somministrata in capsula. 


idealmente, si dovrebbe usare un dosaggio quondiano sulla base di serte giorni per semmana, perché il dosaggio di 
anque goru per serumana potrebbe perinettere il recupero o une tosssotà da pavanooe nel penodo di mancato 
dosaggio influenzando cos 1 risultan e la valutazione sucorssiva. Tuttavia, pnnapalmente sulla base di 
considerazioni pravche, un dosaggio sulla base di anque porn: per serumana è considerato accettabile. 


Sagp per via cutanea 


L'esposszione cutanea con spennellarura della pelle può essere scelta per sumulare una principale via di esponzione 
umana e come ustema modello per wduzione di leuoni cutanee. 


Sagp per na inalacona 


Poiché 1 sagga inalaton presentano problenu teca di maggior tomplezmtà delle alte nie di sommininrazione, n 
forniscono to questa sede indicazioni pù parocolareggiate su questo modo di somministrazione. Da notare inoltre 
che l'insallazione endotracheale può costiruire un'alternativa valida in sruazioni speafiche. 


Le csipouzioni a lungo termine sono di solito modellate su esporzione umana prevista sottoponendo gli anumali ad 
un esposzione quondiana di 6 ore dopo equilibrazione delle eonacentrazoni della camera, per 5 gsorru/serumana 
(espouzione intermittente) 0 ad un'espouzione ambientale possible, con 22-24 ore di esposizione/ porno, 
7 gportu per sernsmana (espouzione continua), con arca un'ora per nucrre gi; ansmali allo stesso orano e per la 
manutenzione della camera. lo entrambi 1 cav, gli anumali di solito sono esposn a concentranom fisse delle 
sostanze in esame. Una differenza norrvole da coasderare-tra l'esponzione ntermuttente e quella cocnaua è 
coennnta dal farro che con la pruna ni è un penodo di 17-18 ore n cru gli anumali possono nprendern dagh effern di 
ogru espouzione quondiana, e un penodo ancora più lungo di ricupero durante 1 fine scrtumana. 
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La scelta dell'esposizione intermittente 0 coatinva dipende dagli obiettivi dello studio e dall'esposizione umana da 
samulare. Tuttavia, occurrerà considerare alcune difficoltà cecniche. Per csempio, i vantaggi dell'esposizione 
conunvs per la simulazione delle condizioni ambientali possono essere controbilanciati dalla ‘necessità di 
abbeverare o putrire gli animali durante l'esposizione, e dall'esigenza di usare atrosol più complicati (e affidabili) e 
di sistemi di generazione del vapore e di controllo. 


Camere di esposizione 


Gli animali dovrebbero essere sottoposti a sperimentazione ig camere di inalazione progettate per sostenere un 
flusso dinamico di almeno 12 cambiamenti d'aria/ota, per assicurare un tenore di ossigeno adegusto e 
un'atmosfera di esposizione uniforme. Le cazione di sspaniiiona e di sossrdlo dovdbaro mare dii nella 
costruzione e progettazione per assicurare condizioni di esposizione comparabili sotto cutti gli aspetti, eccezion 

fatra per le esposizioni alle sostanze in esame. Una leggera depressione viene generalmente mantenuta dentro la 
camera per umpedire perdite della sostanza in esame nella zona circostante. Nelle camere si dovrebbe ridurre al 
massano l'affollamento degli animali di saggio. Come regola generale per assicurare la stabilità dell'anmosfers della 
camera, il «volume» totale degli animali di saggio non dovrebbe superare è 5% del volume della camera. 


Si dovrebbero effermuare le seguenti misurazioni 0 controlli: 


1) Flusso dell'aria: la velocità del flusso dell'aria attraverso la camera dovrebbe essere controllata preferibilmente 
in modo continuo. 


4) Concentrazione: durante il periodo di esposizione quotidiana, la concentrazione non dovrebbe variare più del 
+ 15% dal valore medio. Perla durata totale dello studio, le concentrazioni giornaliere dovranno essere tenute 
costanti nella misura del possibile. 


ii) Temperatura ed umidità: per i roditorì, la temperatura dovrà essere mantenuta a 22 *C (2 2*C)e l'umidità 
all'interno della camera al 30-70 %, eccento quando l'acqua è usata per mantenere in sospensione la sostanza 
spenmentale pell'atmosfera della camera. Entrambe dovrebbero essere controllare preferibilmente in 
conunuo. 


av) Misura delle dimensioni delle particelle: la disuibuzione delle dimensioni delle particelle dovrebbe essere 
determinata sulle anmoslere di camere che conteogono aerosol liquidi 0 solidi. Le parvicelle contenute negli 
acrosol dovrebbero avere dimensioni rali da essere inalabili dall'animale da laboratorio usato, 1 campioni di 
atmosfera dovrebbero essere prelevati a livello della zona di respirazione degli aniînali. D campione d'aria 
dovrebbe essere rappresentativo della discribuzione delle particelle 1 cui gli animali sono esposti e dovrebbe 
rappresentare, su una base gravimetrica, tutto l'aerosol sospeso anche quando gran parte di ciso non è 
respirabile. Le analisi della grandezza delle particelle dovrebbero essere effercuate spesso durante la messa a 
. punto del sistema di generazione per assicurare la sabilità dell'acroioi e, in seguito, quando ti ritenga 
pecessano, durante le esposizioni, per determinare in modo adeguato Puniformità della distribuzione delle 
parucelle a cui gli animali sono stati esposti. 


Durata dello studio 


La durata della parte del saggio relativa alla cancerogenesi comprende la maggior parte della vita normale degli 
arumali di saggio. La conclusione del saggio dovrebbe essere a 18 mezi per i topi ed i criceri e dopo 24 mesi peri 
tatti; tuttavia, per certi ceppi di animali con maggior longevità e/o tasso poco dlevaro di tumori spontanei, la 
ceooclusione dovrebbe essere dopo 24 mesi per i topi ed i criceti e dopo 30 mesi per i tatti. Alternativamente, la 
conclusione di un tale studio esteso è accettabile quando la percentuale di sipersati nel gruppo 4 livello di dose più 
Basso 0 nel gruppo di controllo raggiunge il 25 %. Quando si conclude uno studio in cui si manifesti una differenza 
evidente nella risposta determinata del sesso, cisscun sesso dovrebbe essere considerato separatamente. Quando 
solo il gruppo a dose elevata muore premararamente per ovvie ragioni di tossiarà, ciò non deve necessariamente 
determinare la cvaclusione dell'esperimento purché le manifestazioni tossiche non causino problemi negli altri 
gruppi. Perché an risultato sperimentale negativo sia accettabile, noo più del 16% di animali di. qualsiasi gruppo 
può essere perso nell'esperimento a causa di aviolisi, cannibalismo o altri problemi, e il tasso di sopravvivenza di 
rurt 1 gruppi non deve essere inferiore al 50% a 18 mesi peri topi ed i criceti e a 24 mesi peri carri. 


Tgruppi satelliti di 20 animali (per gesso) sortoposti a dosaggio e i 10 animali (per sess0) di controllo associari, usati 
per la prova di tossicità cronica, dovrebbero essere mantenuti aj fini dello seudio per almeno 12 mesi. Quess. 


anumali dovrebbero essere destinati al sacrificio aj fini di un esame della patologia connessa con la sostanza 
spenmentale non complicata da mutamenti periatrici. 


Procedimento 


Osservazioni 


Quotidianamente si dovrebbero effettuare osservazioni cliniche che includeranno i mutamenti della cute e del pelo, 
degli occhi e delle membrane mucose nonché del sisteria nervoso centrale ed autonomo, di quello respiratorio e 
arcolatorio, dell'attività somatomororia e del modello comportamentale. 
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Un csame cisuco dovrebbe cssere effertusto a mtervalli appropnatn sugli anumab delldei) gruppoli) sarellineti) 
trasceto(t). 

Osservanon: regolan degl anumali sé00 necessane per stscurare, per quanto possibile, che gli stem non nano 
pere dallo studio + cause quali cannibahamo, autolie da ressut o/smarmmento. Gh annali moribondi dovrebbero 
CIAETE MUTIOLID € SOCTOPoto è CecrUsCOPLA, 

Per curo gli animali si dovrebbero registrare 1 segni clia, cus i mutamento seurologo ed oculan nonché la 


mortalità. Si deve dedicare partcolare artennone allo siuppo da tumon; d momento di insorgenza’ e la 
progresszoni delle condizioni touache dovrebbero essere regisran. 


Si dovrebbe procedere semmanalmeote alla misurazione del consumo alimentare (e del consumo dell'acqua 
quando Îs costanza ua esame è somministrata in tale vescolo) durante le prume 13 serumane dello sudia e por a 
untervalli di circa tre mez a meno ché 1 mutamenta dello staro di salute 0 del peso corporco non impongano altre 
totunoa. 


© peso corporeo dovrebbe esere reganzato individuaimente per niro gli animali una volta per settumana durante ie. 
pre 13 serumane del penodo di saggio ed almeno uni volta ogni 4 sernmane in seguito. 


Esanu clima 


Ematologis 


L'enzme ematologico (3d esempio: contenuto dell'emogiobina, volume delle cellule impaccate, giobuli rossi totali, 
globuli buaschi totali, piastre o altre smunire del potenziale di cosguiazione) dovrebbe essere eseguito dopo 3 mesi, 
6 mem ed approssimativamente a intervalli succesgivi di 6 men ed alle conclusione, su: campione di sangue raccoln 
da 10 rato per seno di tutt i gruppi. Se posubde, i campioni dovrebbero esere prelevati dagli stessa ratti a ogni 
szervalio. 

Se le osservazioni diniche suggeriscono un peggioramento nella salute degli animali durante lo sudio, n dovrebbe 
esegue un conteggio differenziale emabco degli animali colpi. . 

Un conteggio differenziale ematico nene esegiuto nu campioni proveruenti dagli anumali appartenen> .: gruppo a 
più elevato dosaggio è nei controlli, I conteggo differenziali del sangue sono eseguin sul gruppoli) a dosaggio 


inferiore immediatamente succesuvo soltanto se sa nsccatvra una discrepanza notevole tra il gruppo a dosaggio più 
elevato ed 1 controll, © se 1 ripulcavi dell'esame pacologico ne indicano l'eugenza. 


Asalit delle urine 


Si dovrebbero raccogliere per analisi 1 campioni di urina di 10 rarn per sesso per rura i gruppi, se possibile agli stessa 
wrervaili dell'ecame ematologico. Le seguenn determinazioni dovrebbero essere farte 0 a partire da: diversa ammali 
@ Ri un campione muscelato 1e3s09/ gruppo per i roditon: 


— asperro; volume e denstà'per 1 singob arumali; 
— procmna, giucono, chetoni, sangue occulto (semiquanutanvamente); 
— microscopia del depouto (semiquannianramente). 


Chimica clinica 


Approsumanvamente a intervalli di 6 mesi, ed alfa conclusione, t1 prelevano campioni di sangue per le musure di 
chimica duca da rum | non-roditon e da 10 rara per sesso di tutt i gruppi, se possibile dagli stess: rart a ogni 
intervallo, Inoltre, 1 dovrebbe prelevare un campione prima del saggo da: non-roditon. D plasma mene preparato 
da queso campioni e verigono fatte le segueno determunazioni: 


— concentrazione protemna totale; 
— concentazione dell'albumina; 


— saggi di funzionalità epanca (come armmtà fosfatasi alcalina, glutammico-piruvico-transaminas (*), giutam- 
mico-ossalaceton=transaminasi (3)) gamema-glutamal transpepadas, orruuna decarbossilas: 


— metabolismo der casbordran, come giucos:o emauco 4 digiuno; 
— ssggo di funzionalità renale come azoro ureico. 


{'} Ora moro come alenina eminoganafcran senca 
{#1 Ofà Note comme sspartato AMinocransteram MICA. 
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Necroscop:s macroscopica 


Turn gii anmali dovrebbero essere sorroposo ad esame necroscopico completo, compres: quelli che sona mora 
durante l’esperunento a'quell ssenfican perché monbondi. Pnma dei sscnfico n dovrebtirro preievare campioni 
di sangue da tutt gli animali per 1. contegp differenziali emana. Si dovrebbero conservare rutte le leoni e 1 tumon 
grossolanamente vuubili 0 sospetto. Si dovrebbe cercare di correlare le osservazioni macroscopiche con i msuitaa 
TICTOSCOPIA. 

Tum gi orgari e 1 tessun dovrebbero essere conservan per l'esame istopatologico. Questo di solito nguarda 1 
segueno orgari e tessun: cervello (*) (midolla/ ponte, cortecna cerebellare, corteccaa cerebrale), pirutania, urosde 
«ompress paranroide), umòo, poumoni (trachea compressi, Gore, sorta, ghiandole salivani, fegato (*), malta, 
ceni ('} ghuandole surrenali {'), esofago, somaco, duodeno, digiuno, uleo, uresano geco. colon, retto, utero, 
vesaca unnana, linfonodi, pancreas, gonag: i"), organi genitali accesson, ghiandole niammane femminili, pele, 
muscolanura, nervo penfenco, midollo spinale (cercate, torsaco, lombare), sterno con midollo osseo e femore 
arnicolazione compresa) e ovchu. Sebbene l'insutflazzone dei polmoni: e della vesoca unnanzs con un fissanvo ss al 
mado otumale di conservare questi tessuti, linsufflazione dei polmoci negli studi di inalazione è vo requisito 
essenziale per l'esame istopatologico appropnato. in studi speciali come quelli dell'inalazione, w dovrebbero 
stuchare ture Îe vie respuratone, compreso naso, fannge e lanage. 


Se n eseguono altri esami clima, le informazioni orrenute con queste procedure dovrebbero essere rese dispombili 
orma dell'esame nucroscopico, perché possono formure indicazioni ognaficanve al patologo. 


lstopatologia 


Per la parte di saggio riguardante la tospati cronsca 


Esame parucolareggiato da effettuaru su turo gli organi conservati di tutti gli animali appartenena al gruppo 
satellite trattato con dose elevata e al gruppo di controllo. Quando = nscootra una patologa correlata con la 
sostanza in esame nel gruppo satellite trattato con dose elevata, gli orgaru-bersaglio di curo gli altri animali unt un 
qualsiasi altro gruppo satellite amato dorrebbero essere sortopora ad esame inologico completo e parnocia» 
reggato nseme con quelli dei gruppi trartar nera parte di cancerogencs dello srudio aila sua conciusone. 


Per la parte.dì saggoo nguardante ia cancerogenen 

3) L'esame istopatoiogco completo dovrebbe essere efferruato sugli organi e ressun di curn gli animati che 
muotono 0 che vengono ucas durante ia prova e di tuto gli arumali de gruppi trattan con dose elevata e del 
Gruppo di cuntrollo; 

b) rurmitumori visibili macroscopicamente 0 le lemon: sospette di essere di omngane tumorali, che n nscontrano n 
qualnas organo di tutt 1 gruppi di animali dovrebbero essere csaminan eucroscopicamente; 

c) se s nscontra una differenza sigruficanva sell'incodenza delle lesson: acoplasuche ne gruppi di controllo e in 
quello trartato con dose elevata, n dovrebbe effettuare l'esame istopatolopco su quel particolare organo o 
tessuto, negli altri gruppi; 

d) se la sopravavenza cei gruppo trattaro con dose elevata è sigsficaovamente ufenore a quella del gruppo di 
controllo, sì dovrebbe etfertuare un csame compieto del gruppo tartato con 1 dosaggo unmediaramente 
unferiore; 

e} quando wu riscontra un'endenta nel gruppo a dosaggio devaro di induzione di effera rosa 0 al effero che 
potrebbero uifluire ns una nsposta oeoplasaca. u dovrebbe procedere ad un esame completo del gruppo 
trartaro con u dossggo unmediatarnente infenore. 


2. DATI 


{ dan dovrebbero essere nassunn sono forma di tabella, indicando per ogni gruppo di saggio d numero di ammali 
all'inizio della prova, i numero di arumali che presentano rumon o etfera tesssa ascontrao durante i sagpo, u 
tempo di individuazione ed numero di anamali un qui sono stan ndinduan rumon dopo i senfico. | nsultan 
dovrebbero essere valutau con un metodo stausuco appropriato. Qualsazi merodo stansoco nconesauto può 
essere aniiziaro. 


I. RELAZIONE 


31. Relatione sul saggo 


Nella relazione sui saggio devona figurare, se posutue: 
— tpeie, ceppo, ongne, condizioni ambientali, dreta, k., 


1° Quesn organi, proveruent da 10 antmali pes terso è per gruppo per i‘roditon) dovrebbero cisere pessn. 
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- cotidiza: spenmentali: 
descnzone dell'apparecchuarura di esposizione, includente: 


progettanone, Dpo, dimentsoni, sorgente d'ana, sisterna per gencrare particelle ed aerotol, metodo di 
«oodizocamento dell'ana, tramtamento dell'ana di scanco, metodo di alloggamento degli animali in una 
camera di sàgg:0 quando questa venga unkzzata. D disponavo per musurate la temperatura, l'umidità e, se del 
c250, la st:buità delle concentrazioni di serosol o le dimenzioni delle particelle. 


dan di esnemizione: 

ques dovranno essere presentati un fonna tabulare cos indicazione des valori medi e una misura della 
vanabibtà iad esempio: deviazione standard) ed includere: 

2) velocita dei flussi dell'ana anraverto farrezzarura di inalazione, 


b} temperature ed umidità dell'ana, 
c: cpncentrazioe: nomunali (quannta totale della sostanza di seggio unmessa nell'amrerzatura di inalazione 
divisa per il volume dell'ana), 


dì natura di vercolo. se usato, 
e’ concentrazione reali nella zona spernmentale di respurazione, 
f) dimenstoni mediane delle parcelle (se del caso); 


— livelli di dose {veicolo cmmpreso, se utilizzato) e concentrazioni; 
— dan di inodenza de tumon secondo il sesso, la dose e il npo di tumore; 


— repstrazione del tempo degli evento letali (dusante l'esperimento) oppure speaficare se gli animali siano 
‘sopramsiut fino alla cooclutsone del saggio, incluso gruppo satellite; 


— dan sulla nsposta tossica per sesso e per dose; 

— descnzione degli effera tosna o di altri effetv; 

— regpstrazione della dsta di osservazione di ogru suritomo anomalo e del decorso successivo; 
— nsultan oftalmologia; 

— dit su alimentazione e peso corporeo: 

— rsultav dell'esame ematologico; 

— nsultan degli esami di tochuruca cluca (inclusa qualsiasi analisi delle unne}; 


— nsultan dell'esume necroscopico; 

— desenzione parucolareggiata di ruro 1 risultati istopatologia; 

— elaborazione stacinca de nsultio con descruuone der metodi mpiegaa; . 
— discusuone de nsultat; 

— uterpretazione de asultan. 


3.2. Valutazione cd interpretazione 


Vedi introduzione generale, parte B. 


4. RIFERIMENTI 


Vedi ntroduzione generale, parte È. 
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SAGGIO DI TOSSICITÀ SULLA RIPRODUZIONE: UNA GENERAZIONE 
1. METODO 


1.1. *ntroduziose 


Vedi inttosuzione generale, parte B. 


12. Definizioni 
Vedi incroduzione generale, parte B. 


1.3, Sostanza di nfierumento 
Nessuna. 
1.4. Principi dei metodo di saggio 


La sostanza spenmentale è sommunistrata in dosi graduate a diversi gruppi di aumali maschi e femmine. È maschi 
dovrebbero essere sottoposo a dosaggio durante la cresaita € per almeno un aclo speimatogentico compieto 

approssumanvamente 56 giorni per topo e 70 giorni per ratto) per provocare qualsiasi npo di effetto avverso da 
parte della sostanza di saggio sulla spermatogenesi. 


Le femmune della generazione P_dovrebbero essere sottoposte a dosaggio per almeno due acli estrali compieo per 
susatare qualsiasi npo di efferro contrano della souanza un esame suil'esro. Gli animali sono poi sccoppran. La 
sostanza i esame viene somministrata ad entrambi i sessi durante u periodo di accoppiamento ed in seguiro 
soltanto alle femmine durante la gravidanza € per l3 durata del penodo di allamamento. Per la sommunistrazione 
della sostanza in esame per na malatona. Y metodo nchiedera Modifiche. 


1.5. Caten qualita 
Nessuno, 

1.6. Desenzione del metodo di sagpo 
Preparazioni 


Prima del saggio gli animali giovani e vani sono mescolan con metodo casuale ed assegnati 21 gruppi trattano e di 
«controllo. Gli animali so00 tenun nelle condizioni spermentali di alloggamento e nucrizione per almeno $ groras 
pruma dell'inno della prova. Si raccomanda di sommuvstrare la sostanza in esame nella dieta 0 cell'acqua da bere. 
Sono accettata anche altre vie di somministrazione. D dosaggro per tura gii arumali dovrebbe essere facto cus lo 
stesso metodo durante l'appropriaro penodo dell'esperunento. Se un. vercolo od altri addiovi sono unizzan per 
facilitare U dosaggio, essi non dovranno nocormnimente produrre effera tossia. Ml dosaggio dovrà essere farto su una 


base di sere giorni per semana. 


Animali da esperimento 


Scelta della specie 

1] ratto 0 u topo sona le specie prefente. Ss dovrebbero unluzare animali sani, non sortoposn w precedenza 2 
espenmenn. Non u dovicbbero umizzare ceppi a bassa fecondita. Gli animali di saggno dovrebbero essere 
caraftenzzaD quanto alle specie, al ceppo, al sesso, al peso e all'eta. 

Per una vaiutanone adeguata deila iermiita, se dovrebbero srudiase 4121 maschi nea le femmine. Turri gli armumab per 
4 saggio e 1 controlb dovrebbero essere ivezzan prme dell'inizio del dossgpo 


Numero è v330 
Ogni gruppo trartato € di contrallo dovrebbe contenere un numero suffraente di animal: per avere arca 
20 femmune incnte prossime 4, partonse 0 quasi al termine della gravidanza. 


L'obrertva e di avere sutficent gravidanze e fighate per assicurare una valutazione ugnificaaia del porenziale della 
sostanza di influure neganvamente sulla fernivtà, sulla gravidanza e sul compornamento materno negli amumab della 
generazione P, e sul lartante, sulla cresata e.sullo miuppo della figliata Fi dal concepimento allo svezzamen- 


fo. 
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Condizioni di saggio 


0 abo e F'acqua dovrebbero essere fornst ad libarum. Nell'imminenza del parto, le femmine inante dovrebbero 
cisere este 10 Gabbie separate 0 un gabise apponte per iù parto e possono essere nfornsre di matenale per le 
cosrunone della tana. 


Livelli di dose 


Si dovrebbero usare almeno tre gruppi di trartamento e un gruppo di cootrollo. Se 1 usa un vecnio per la 
sommusustratione della sostanza in esame, il gruppo di controllo dovrebbe ncevere il vescolo al livello di dose più 
afro usato. Se una sostanza in esame provoca una nduzione dell'ingestone o dell'unlizzazione della dieta, si 
potrebbe conuderare necessario l'uso di un gruppo di controllo paralielo. idealmente, a meno che non ua lumstaro 
dalla. satura fisico /chimica 0'dagli effern nolopa della sorranza in esame, u livello di dose piu elevato dovrebbe 
indurre effetto tospa, ma non mortalità nei geriton P. Late) dose(:) intermediate) dovrebbe indurre effero tosso 
munutu armbuibili alfa sostanza in esame € la dose più bassa non dovrebbe indurre sicun efferro osservabile su 
geniton 0 sulla prole. Quando somministrato con sonda 01 caprula, il dosaggro di ogru anumale dovrebbe easere 
basato sul peso corporeo del singolo unumale e regolato settmanalmente per tener conto der cambiament del peso 
corporeo. Per le fesimine grande, 1 dosagg possono essere basati sui peso corporeo nel giorno 0 0 al 6° porno di 
gravidanza. 


Saggio limite 


Nel caso di sostanze 1 bassa tossiatà, se un bvello di dose di almeno 1 000 mg/kg non produce endenza di 
incerferenza con la funzione nproduttva, studi con alt livelli di dose possono essere considerati non nevessan. Se 
uno studio preliminare con ua livello di dose cievato, con evidenza prensa di tosssatà matera, non evidenzia 
efferti avverso sulla fertiità, studi con altr livelli di dose possono essere conuderav non necessan. 


Svolgimento del seggio 
Programm: serimentali 


D dosaggio pornaliero de geniton maschu P dovrebbe cominciare a circa aanque-nove setnimane di eta, dopo 
svezzamento e acchimatazione per almeno $ porri, Nei ram, i dosaggio niene conunuato per dieci sememane prima 
del penoto di accoppiamento (per i top, orto settimane). | maschi dovrebbero essere sacnifican ed csaminan wa 
alla fine dei penodo di accoppiamento oppure, alternanvamente, essi possono essere mantenuti coa la dieta 
spenmentale per ia possibile produzione di una seconda figlista e dovrebbero essere sacrificati un po' pra della 
fine dello studio. Per le femmine genima P_i dosaggio dovrebbe cominciare dopo almeno 5 giorni di 
acclimatanione € conunuare per almeno due serusiane pruna dell'accoppiamento. D dosaggio giornaliero delle 
femmine P dovrebbe connnuare durante dl penodo di scroppiamento di tre serumane, la gravidanza e fino allo 
svertamento della prole F.. Si dovrebbe dare artenzidne a modifiche del programma di dosaggio sulla base di altre 
unformazioni disporubili sulla sostanza w esame, quali l'induzione del suo metabolismo 0 bicaccumulazione. 


Procedura di accoppiamento 


Negli srudi degli effern tossia sulla Nproduzione n possono usare 1 seguena usteme di accoppiamento: 1:1 (un 
maschio e una femmunzs), oppure 1:2 (un mascluo e due femmine). 


Usando d astema di accoppiamento 1:1 11 dovrebbe meriere una femmina con lo stesso maschio finché la femmina 
non rubanga gravida 0 finché non uano trascorse tre sermmane. Ogsu marnna le femmine dovrebbero cssere 
esamunate per la presenza di sperma 0 di tappi vaginali, D giorno 0 di gravidanza è definito come dl porno ur cui 
trova un tappo vaginale oppure lo sperma. 


Le coppie che non nescono ad accoppiaru dovrebbero essere srudiate per determinare la causa della stertà 
apparente. Questo può comportare procedure quali, ad esempio, quella di fornire opporturutà suppiementan di 
accoppiamento cou altra maschi 0 femmine provan, esame muttoscopico degli organi nprodurtoni, e esame del aclo 
estrale o della spermarogenes. 


Dimensioni delta figliata 


Gli anzmab sortoposo a dosaggio durante lo studio di fernbtà vengono lascrao parronre normalmente ed allevare 
liberamente is proie fino alla fase di svezzamento. 


Se n efferrua una scandardizzazione 4 suggenice la seguente procedura. Tra 1° edil 4* giomo dopola nasata. la 
dimensione di ogni figlizia può essere regolaca eliminando | piccoli in piu, in modo da avere, nella misura del 
possibile, quattro maschi e quattro femzmune per figliars. 


Ogni volta che il numero di maschi 0 di femmine noo permette di avere quartro ammali di ogni sesso per figliata. è 
accertabile una regolazione parziale iper esempio, anque maschi e tre femmine). La standardiziazione non € 
apphcabde alle figliate di meno di orto procoli. 
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Osservazioni 


Durante rurto J penodo di saggro, ogru animale davrebbe casere sortoposto ad osservazione almeno una volta al 
gpomo. Si dovrebbero registrare furte le vanazioni comportamentali peronenn, 1 segru di parto diffiale o 
prolungato, e rurb 1 sintomi di tospatà, compress la mortalità. Nei penodi precedente durame l'accoppiamento, 
consumo alimentare può essere inipurato quotidianamente. Dopo d parto e durante l'allattamento, le uusurazzoni 
del consumo di alimento ie del consumo dell'acqua quando la sostanza sperumentale è somministrata in acqua 
potabile) dovrebbero essere effettuate nello stesso giorno della pesarura delle figliate. 1 maschi e lt femmine PI 
dovrebbero cisert pessb cel prumo giorno del dosaggo € ut segutto seramanalmente. Queste osservazioni 
dovrebbero essere remsuate indindualmente per ogri arumale adulto. 


La durata della gestazione dovrebbe essere calcolara dal gorno 0 di granidanza. Ogni figlista dovrebbe essere 
. ssammnata nos appena posnbile dopo d parto per stabuire dî numero ed il sesso da peccolo, dei nati moru, da nat: 
vm € la presenza di grosse anomalie. 


1 piocolo moro e quelli sacnfican al 4° giorno dovrebbero essere conservia e srudisti per la constatazione di 
possibili dafero. 


I piccoli vivi dovrebbero essere contau e le figliate pesate il mattino dopo la aasara, al 4° giorno e al 7* € 
serumanaimente fino alla conclussone dello studio, quando gli animali dovrebbero essere pesati individualmente. 
Le anomabe fisiche o comportamentali osservate nei ceppi o nella prole dovrebbero essere registrate. 


Patologa 


Nectoscopaa 


A} momento del ssenfico 0 della morte durante lo studio, gli animali della generazione P_ dovrebbero essere 
csaminzu macroscopicamente per l'indinduazione di tutte le anomalie strutturali 0 mutamenti patologici, 
prestando parneolare attenzione agli organi del usterma nprodumva. I picenio moro o monboodi dovrebbero 
essere esaminati per individuare eventuali difera. 


‘Istopasciogia 


Le ovme, l'utero, si collo dell'utero, la vagina, 1 tesnicoli, l'epididimo, le vesocherte seminali, la prostata, la 
fihuandola delta cosgulanone, la giuandola prrurtana e l'organoli)-bersaglio di rucu gli animali P dovrebbero essere 
conservan per l'esame microscopico. Nel caso un cu qdesn organi non nano stan esaminat in altri studi ca don 
mulople, esa dovrebbero essere csaminan mucroscopicamente un tutti gli anunali dei gruppi trattati con dose 
elevata e di controllo e cegli animale che mucsono durante l'espenmento, quando farnbile. 


Gli organs di questi anumali che mosmrano anomalie dovrebbero quindi essere esamunan in cuci gii altri animali P. in 
quest cass, 2 dovrebbe eseguire l'esame Guicroscopico di tutt 1 ressuni che mostrano slteranon patologiche 
macroscopiche, Come suggento per le procedure di accoppiamento, gli organi nprodurnvi degli amumali sospetto di 
srenlicà possono essere sortopost all'esame microscopico. 


2 DATI 


{ dan possono essere niassuno sotto forma di tabella, indicando per ogru gruppo spenmentale i numero di anumali 
all'inizio del saggo, i numero di maschi fernli, numero di femmune inanre, | opi di cambiameno e la percentuale 
degli arumali che mosano cascua apo di cambiamento. Quando posubile, | nsuitan numena dovrebbero essere 
ralutati con us metodo 2365000 idoneo. Qualszaz metodo stausuca generalmente riconosouto può essere 


unlzzato. 
3. RELAZIONE 
3.4. Relazione mi saggpo 


Nella celazione sul sagpo devono figurare, se possubile: 


— tpeoe/crppo usato, 
— dan nulla nsposta toenca per iesso c per'dose, compresa La ferntirà, la gestazione cormale e La mitalità, 
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— tempo di morte durante lo srucio o, se gio anumali sono sopravvissuti fino ai tempo previsto per d sanficio, alla 
condunone dello studio, 


— tatella indicante | pes di ogn: fighata, u peso medio dei piccol ed 1 peu individuali dei piccoli a rermane. 
— cite tossa 0 alt effe sulla nproduzione, sulla prole, sulla cresata postrataie, 

— data di osservazione di ognu segno anomalo e decorso successivo, 

— 30 sul peso corporeo degli anmab P, 

— nsultan della microscopis, 

— descrizione parmeolareggata di curo | nsultao defh esami microscopio, 

— ciaborazione stanstica der nsultati, quando appropnata. 

— discusmone da nsultan, 


— interpretazione de nsuitan. 


3.2. Valutazsone ed interpretazione 


Vedi ntraduzione generale, parte B. 


4. RIFERIMENTI 


Vedi introduzione generale, parte B. 
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SAGGIO DI TOSSICITÀ SULLA RIPRODUZIONE: DUE GENERAZIONI 
LP METODO 


LI. fatroduzione 


Vedi introduzione generale, parte B. 


t.2. Definizioni 

Vedi incroduzione generale, parte B. 
1.3. Sostanze di riferimento 

Nessuna. 
1.4. Principi del metodo di saggio 


La sostanza in esame è sommunistrata in dos graduate a diversi gruppi di anumali maschi e femmine. Ì maschi della 
. generazione P dovrebbero essere sonoposti a dosaggio durante la crescita per almeno un aclo spermatogenico 
completo tapprossumanvamente 56 gorni nel topo e 70 giorni nel ratto) affinché ja sostanza - esame provochi 


ogni efferto contrano sulla spermatogenen. 


Le femmune della generazione P dovrebbero essere dosate per almeno due cicli estrali compien perché la sovranza n 
esame provochi ogru effetto concrano sull'estro. Allo svezzamento, la semministrazione della sostanza vene 
ninvata sulla prole F, durante ia crescita fino all'età adulra, dutante l'accoppiamento e la produzione di una 
erazione F,, e finché la generazione Fi sia sverzata. Per la somministrazione per inalazione della sostanza 
spenmentale, ) metodo nchiedera modifiche. 


ts. Cricen qualitativi 
Nessuno. 

1.6, - Descnzione del metodo di taggzo 
Preparazioni 


Prima della prova, ghi animali sani sono mescolan con metodo casuale ed assegnati a1 gruppi trattan e di controllo. 
Gli ammali gemron P sono tenua nelle condinon sperimentali di alloggiamento e nurmzione per almeno 5 gorm 
prima della prova. Si raccomanda di sommarustrare la sostanza un csame nella dieta 0 nell'acqua da bere. Sono 
accertabil anche altre ne di somministrazione. Tutti gli amimali dovrebbero essere dosan con lo stesso metodo 
durante l’intero penodo spenmentale. Se un vercolo od altri additivi sono volzzian per facilitare il dosaggio, essi 
non dovrebbereo notonamente produrre effera tossici. Il dosaggio dovrebbe essere effermiato su una base di serre 


porn: per serumana. 


Animali da esperimento: scelta della specie 


{i rato 0 d topo sono le specie prefente. Si dovrebbero usare arumali sani P, ron sottoposa a esperuner | # 
precedenza. Non si dovrebbero usare ceppi a bassa fecondità. Chi anumali da laboratono ‘dovrebbeto essere 


caramenzzan quanto alla speoe, al ceppo, al sesso, al peso e/o all'età. 


Per un'adeguata valutazione della feralita, si dovrebbero srudiare sta 1 maschi che ie femmine. Furto gli anali del 
gruppo di taggio e di quello di controllo dovrebbero essere svezzao pruna dell'inizio del dosaggo. 


«Numero e sesso 


OQgru gruppo di sangro e di coatrollo dovrebbe contenere un numero sufficente di anmali perché nano arca 20 
femmine incinte è al terrmne della grandanza. L'obdiernvo è di avere suffiaroo grandanze e prole per asuscurare 
una valutazione ugraficanva del potenziaie della sostanza di influire neganvamente sulla fernità, sulla g andanza, 
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sul comportamento matcroo e sul lanante, sulla crescita e suilo sviluppo della prole Fi, dal coocrpumento alla 
marunta, € lo miuppo della loro prote F, fino ailo rveszamento. 


Condizor spenmentali 


O aboe facqua dovrebbero essere fornito ad libitum. Nell'immunenza del pasto, le femmine nante dovrebbero 
essere messe ui gabbie separate 0 ww gabbie apposte per ù parto e possono essere nfornite di matenale per ia 
costruzione della tana. 


Livelli di dose 


Sì dovrebbero usare almeno tre gruppi di trartamento e un gruppo di controllo. Se s usa un vercalo per ia 
sommunisrazione della sosranza in esame, i) gruppo di controllo dovrebbe ncevere il vescolo ai livello di dose più 
elevato ussto, Se una sostanza mn esame produce una nduzione dell'ingestrone o dell'unlzzazione della diera, 
potrebbe considerare necessano l'uso di un gruppo di controllo paralleto. idealmente, a meno che non tas levtato 
dalla narura fisico; churuca o dagli efferm hologia della sosanza in esame, ai Livello di dose più elevato dovrebbe 
indurre effera cosua, ma non mortalità nes genitori P. La dosei) intermediate} dovrebbe(ro) indurre effern toto 
eminimi attrbuibili alla sostanza di saggro e la dose più bassa non dovrebbe indurre effetto cuotran osservabili su 
geniton 0 sulla prole. Quando somministrato con scoda 0 in capsula, il dossggpo di ogni animale dovrebbe essere 
basato sul peso corporeo del angolo arumale e regolato scrumanalmente per tener conto de cambiament del peso 
corporeo. Per ie femmine grande, 1 dotaggi possono essere basani su) peso corporeo al giorno 0 0 al 6° giorno di 
grandanza, se lo n desidera. 


Saggio limite 


Nel caso di sostanze e bassa tosuotà, se un livello di dose di almeno i 000 mg/kg non produce uncom di 
interferenza con la funzione npraduruva, studi con altr uvelli di dose possono essere consideran non necessan. Se 
uno studio preliminare con un livello di dose elevato, con evidenza precisa di tosuati materna. non endenzia 
effero avversi sulla ferulità, studi con altn Lvell di dose possono essere consderan non necessan. 


Svolgimento del saggio 
Programmi sperimentali 


D dosaggio pornaliero de geruton maschi P dovrebbe comincare a arc: anque-nove serumane di età, dopo 
svezzamento e acchmatazione per almeno 5 giorni. Na rami, i dosaggio niene conumuato per dica semmane pruna 
del penodo di accoppiamento {per i topi, omo serimane). | maschi dovrebbero essere sacnfican «d esaminso na 
alla fine dei penodo di accoppiamento oppure, alternanvamente, esa possono essere manienuo coo la dieta 
spenmentale per la possibile produzione di una seconda figliata e dovrebbero essere sacnfican ed esamunan un po 
pra della fine dello studio. Per ke femmine geniona: PU dosaggio dovrebbe comincare dopo almeno $ giorni di 
acclmatazone € conuauare per almeno due serumane prima dell'acoppiamento. D dosaggio giornaliero delle 
femmune P dovrebbe conunuare durante u periodo di accoppiamento di tre setmmane, la gravidanza € fino allo 
svezzamento della prole F;. Si dovrebbe porre artenzione a modifiche del programma di dosaggio sulla base di altre 
informazioni disponibili sulla sostanza in esame, quali l'induzione del suo metabolsmo 0 bioscoumulazione. 


O dosaggio degli animal: Fi comincia allo svezzamento e termuna quando esn vengono sacnfican. 


Procedura di accoppiamento 


Negli studi degb effera rosso sulla nproduzione wu possono usare | seguenù usiémi di accoppiamento: 1:1 tun 
maschio e una fermmanz), oppure 1-2 Lun maschio e duc femmine). 


Usando il sistema di accoppiamento 11 4 dovrebbe mettere una femmuna con lo stesso maschio finché la femmana 
non nmanga gravida o finché 000 sano trascorse tre settimane. Ogru marana le femmine do srebbero essere 
esaminate per la presenza di sperma o di tappi vaginali. Îl gorno 0 di grandanza è defisuto come i giorno in cu a 


trova un tappo vaginale oppure lo sperma. 


Tenendo conto della spermatogenen, la prale F, non dovrebbe essere accoppiata fino all'età di almeno 
11 setmmane per itopi, e dh 13 serumane perr ram. Per l'accoppiamento della prole F,, un maschio ed una femmina 
sono scelo coo metodo casuale tra ogsu figliata per accoppiamento incrociato con un animale di un'altra figitata 
dello stesso gruppo di dosaggo, per produrre la generazione Fi. ! maschi e le femmune F, 000 scel per 
"T'accoppiamento sono saonfican allo svezzamento. 
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Le coppie che non neiscono sd accoppiara dovrebbero essere studiate per determinare le causa delle sterilità 
apparente. Questo può comportare procedure quali, ad esempio, quella di fornire opportunità suppiementan di 
accoppiamento cos alun maschi 0 femrune provati, esame rucroscopico degli organi nprodurani, e esame dei ocio 
estrale o della spermatogenen. 


Dimensioni della figliata 


Gli an:mali sortoposn a dosaggio durante lo srudio di fernlità vengono lascian partorire normalmente ed allevare 
uberamente la prole fino alla fase di svezzamento. 


Se su effettua una standardizzazione, si suggerisce la seguente procedura. Tra d 1° ed11 4° porno dopala nascta, la 
dimenzione di ogni figliata può cssere regolata elimunando | piccoli 1n più, mn modo da avere, vella misura del 
possibile quattro maschi e quattro femmine per figliaca. 


Ogni volta che i numero di maschi 0 di femmine non permette di svere quartro animali di ogni sesso per figliats, è 
accettabile una regolazione parziale {per esempio, Gnque maschi e cre femmine). La normalizzanone noo è 
applicabile alle figliare di meno di omo piccoli. La standardizzazione delle figliate Fi è condotta nello stesso 
mado. 


Osservanon 


Durante rutto il penodo di saggio, ogni animale dovrebbe essere sottoposto ad osservazione almeno una votta al 
gorno. Si dovrebbero regstrare ruste le variazioni comportamentali pertnent, i seg di parto diffiale 0 
prolungato, e nur sintovu di iosscità, compresa ia mortalità. Nei penodi precedeno e durante l'accoppiamento, 
u consumo alimentare può essere musurato sertmanalmente. A sceita, U consumo alimentare durante la gramdanza 
potrà essere musurato ogni giorno. Dopo u parto e durante la lartazione, le misurazioni del consumo di alimento 
dovrebbero essere effettuate nello sesso porno della pesarura delle figliate. Gli animali geniton (Ped F.) 
dovrebbero essere pesati sel primo gorna del dostggo € in seguo sermmanalmente. Querte osservazioni 
dovrebbero essere registrate individualmente per ogn anale adulto. 


La durata della gestazione dovrebbe essere calcolata dal giorno 0 di granidanza. Ogni figliatz dovrebbe essere 
<$aMuna(3 Duo appena posslnle dopo U parto per stabilire i numero ed ii sesso dei piccoli, de nati morti, der naù 
vin e la presenza di grosse anocialie. i piccoli oro e quelli sacrifica al 4° giorno dovrebbe essere conservan per la 
constatazione di possibili difera. 


Si dovrebbero contare i nan vivi e procedere alla pesarara delle figliate i mamo dopo la nasarta, por il 4* e it 
7* porvo € quudi serumanalmente fino al termune dell'espenmento quando gli ammali dovrebbero essere pessù 
individualicente. Si dovrebbero registrare le anomalie comportamentali delle perucna e della prole. 


Patologia 


Necroscopia 


Turn gli anumali aduln P ed F, dovrebbero essere sacnfican quando non più necessan per valutare gli etfero 
nproduran. La prole F, aco selezionata per l'accoppiamento e tutta la prole Fi dovrebbe essere sscnficata una 


volta svezzata. 


44 momento del sanfico o della morte duranie !0 studio, urti gli anumali gesuton iP ed F.) dovrebbero essere 
esammnan microscopicamente per l'indinduanione di tutte le anomalie serurtural: 0 le mutazioni patologiche, 
dedicando parmcolare armenzone agl: organi del sistema nproduravo. I piccoli morn 0 monbondi dovrebbero 
essere esaminan per urdviduare eventuali anomale. 


Istopatologia 


Le ovase, l'utero, i collo dell'utero, ia vagina, i tesncoli, l'epididimo, le resachette seminali, la prostata, la 
giuandota della coaguiazione, la ghiandola piantana e l'organo(i)-bersaglio di rurn gii anumali P dovrebbero essere 
ewoservab per l'esanse mucroscopico. Nel caso 1 cui queso organi 000 sano s20 esaminan ws ali studi am dov 
mulople, css: dovrebbero essere csamunza microscopicamente in curo gli aumali de gruppi tartso con dose 
elevata e di controllo e negli anumali che muoiono durante l'espenmento, quando farnbile. Gli organ: che mostrano 
anomalie uo quest ammali dovrebbero quindi essere esaminati w tum gli altn gruppi di dose. in quesn cam. 
dovrebbe eseguire l'esame microscopico di mim 1 tessun che mostrano alterazioni patologiche macroscopiche. 
Come suggento per le procedure di accoppiamento, gli organi nprodutuni degli amimali sospero di stentità 
possono eisere sortoposo all'esame microscopio. 
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DATI 


tè 


Eleboranione dei nsultab 

T dat possono csicre nassunot sorto forma di tabella, dando per ogni gruppo sperimentale 1) numero di arumali 
all'inuno del saggio, ui numero di animal: gravidi, 1 topi di cambiameno e ia percentuale degli animal che mostrano 
cuescun vpo d cambiamento. 


Quando posnbile, 1 nsutati numena dovrebbero essere valutan cono un metodo saninco idoneo. Qualzasi 
IMELOCO STADSTICO Generalmente accettato puo essere Inizzato. 


3.1. Relazione sul sagpo 
Nella relazione sul saggo devono figurare, se possibile: 
— spece/crppo ussto, 
— dab sulla nspora tossica per sesso e per dose, inclusi gli indio d fernlicà, gestazione e mitalità, 
— tempo di morte durante lo studio 0 se gi: amumali sono sopravvissun fino alla coodumone dello studio, . 
— tabella indicante : pesi di ogni Gghata, ‘1 peso medio de piccol ed 1 pes individuali der piccol a tenne, 
— effero tossici 0 altr effero sulla mproduzione, sulla prole, sulla cresata posmnatale, 
— data di osservazione di Ogni segno anomalo e decorso successivo, 
— dan sul peso corporeo degli anumali Pe F,, 
— nsultaa della ucroscopia, 
— descnzone parnoolareggara di ruro | nsultao degli esa mucroscoma, 
— elaborazione stibsuce dei nsultan, quando-approprata, 
— discussione dei nsultan, 
— interpretanone de: nsultan. 


3.2. Valutazione ed interpretazione 
Vedi untroduzione generale, parte B. 


4 RIFERIMENTI 


Vedi introduzione generale, parie B. 
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TOSSICOCINE TICA 


I. METODO 


1.1. Introduione 


Vedi moroduzione generale, parte B. 


1.2. Definizioni 


Vedi introduzione generale, paste 8. 


1.3, Sostanze di riferimento 
Nessuna. 
14. Principi del metodo di sagpo 


Si somministra la sostanza in esame per una via appropnata. In relazione agli obieruivi dello studio, la sosvanza può 
essere somministrata, 1 dose angola 0 1n dov nperute nei corso di pertodi di tempo definiti, a uno 0 più gruppi di 
asumal da esperunento. Successivamente, 1 relazione al opo di mudio effertusto, s determinano la sostanza e/oi 
suo: metabolit ne: fludi corpore: e ser tessun €/0 negli escrcu. 


Gli srudi possono essere efferruan con forme »non marcare» 0 «marcate» delle sostanze in esame. Quando è fano 
uso di un marcatore, è opportuno che esso na collocato nella sostanza ui maruera tale ds fornire la maggior 
quannia posubile di informazioni sul desuno dei composto. 


1.5. Criteri qualitaovi 
Nessuno. 

1.6, Descrinone del ssetodo di saggio 
Preparapon: 


$1 acclimatano alle condizioni del laborarono per almeno asque giorn prma del saggio ammnali adulo sani € 
fpovaru. Poma del saggio gli animali vengono muschian con metodo casuale ed assegnati a: gruppi desnnza si 
tramtament. in piuazioni spettali possono essere usati anumali molto govam, femmine grande o pretrantsa. 


Condivori spenmentali 
Animai: da esperimento 


Gli midi tosucocnena prssono essere effertian su una 0 più spece anumali appropriate, e dorrebbero tenere 
conto delle speme usare 0 che st penta di usare per alin studi tossicologia sulla medesuma sostanza un esame. 
Quando in un 1aggpo s fa uso di fatt, ta vanazione del peso corporeo non dovrebbe essere maggpore del 2 20% del 
peso medio. 


Numero e 36330 


Per gli srudi di assorbimento e di escrezione sarebbe opportuno che un Gascun gruppo di dose n uano nuzalmente 
quartro asumali. Una preferenza per l'uno o l'altro sesso non è umperativa, ma un determinate arcosanze può essere 
necestano studiare entrambi 1 sessa. Se ni sono differenze di nsposta secondo i sesn, quattro dividu: per sess0 
dovrebbero essere sortopasi al ssggio. Nel caso di studi su animali diverza dai rodiron può essere usato un numero 


minore di individua, 
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Quando ui studia la distribuzione nei tesasi, la grandezza del gruppo wvanale dovrebbe tenere conto ma del numero 
degli anumab ds sacrificare 1 cascune fase che del numero delle fan da comnderare. 


Negli studi del metabolismo le dimensioni del gruppo sono ia relazione too le cugenze specifiche dello studio. Per 
gi rudi ma don mulnple e ia fasi mukipie, le dimentroni del gruppo dovrebbero tenere conto del numero ns delle 
fasi che dei safici in programma, e ia ogni cato il gruppo non deve comprendre meno di due anali. Le 
dimensioni del gruppo dovrebbero essere sufficieno per fornire una carsrtenzzazione accemabile dell'assortumen- 
to, del platesu e della deplezione (a seconds del caso cnanderato) delle sostanza wm esame e/o dei suor 


Livelli di dosaggio 


Nel caso della somministrazione in un'unica dose almeno due livelli di docaggo dovrebbero essere usso. Vi 
dovrebbero essere una dose bassa, alla quale non si osservano efferm tossci, e una dose elevata, alla quale vi 
possono essere cambiament der parametn tossicoanenci 0  marufesiano effeto tossica. 


Nel caso della somministrazione di dosi ripetute la dose bassa è normalmente sufficiente, ma in determinate 
(arcostanze può essere necessaria anche una dose alta. 


Vie di somministrazione 


Gli studi tossicncinetici dovrebbero essere effettuan facendo uso della stessa via e, se del caso, dello stesso veichio 
usato, 0 che s1 pensa di usare negli altri studi di rossicità. La sostanza in esame è normalmente somministrate per via 
orale mediante sonda gastrica 0 nella dieta, 0 è applicata alla cure, o somministrata per inalazione per periodi di 
tempo definit a grupp: di anunali da esperumento, Per la determunazione dell'assorbimento relativo per alure nie 
può essere utile la sotruministrazione della sostanza in esame per via endovenosa. Envo breve tempo della 
sommirustrazione endovenosa di una sostanza è inoltre possibile ortenere vrili informazioni sul suo profilo di 
Si dovrebbe tener presente la possibilità di un'interferenza fra il vescolo e la sostanza in esame. Si dovrebbe fare 
artenzione alle differenze di assorbumento fra la somministrazione delle sostanza in esame per sonda gascrica € 
nipetovamente nell’alimentazione, ed all'es:genza di una determinazione precta della dose, specsalmente quando 
la sostanza in esame viene socumurustrata coo la dieta, 


Periodo di osservazione 


Turo gli arumali dovrebbero estere osservati quondianamente, e dovrebbe essere presa nota di nycti i segni di 
tosnatà e degli alen elemeno chinia nievanti, ivi compresi il momento dell'insorgenza, d grado e ls durata. 


Procedimento 


Dopo la pesatura degli anali di saggo n somministra per una mia appropriata la sostanza in esame. Selo sa 
contudera unportante, gli animali possono essere tenuo s diguno pnma della somministrazione della sostanza 16 
esame. 


Assorbimento 
La veloati € l'enatà dell'assorbimento della sostanza somministrata possono essere valutate secondo diveru 
metodi, con 0 senza gruppi di rifenmento (*), ad «sempiò: 


— artraverso la determinazione della quantità della sostanza un esame 1/0 dei suor merabolin negli escrev, quali 
Furna, la bale, le feci e l'ana inspurata, e della quanatà che runane nella carcassa; 


— attraverso d caffronto della nspotta biologica (ad esempio negli studi della tosuatà acuta) fra 1 gruppi 
sottoposa al s3gg0 € 1 gruppi di controllo e/o di nfenmento; 


— attraverso il raffronto della quanntà di sostanza e/0 di metabolita escreta per via renale nei gruppi soctopasti al 
saggio e in gruppi di nfenmento; 

— attraverso fa determinazione dell'area al di sorto della curva del livello pliumanco in funzione del tempo della 
sosianza ui csame €/0 dei suo: metabolin, e sttraverso il raffronto coni dan di un gruppo di nfenmento. 


1") In quesro metodo un gruppo di nferunemo è «n gruppo ari quale la sostanza n esame è tomumunzarma pes un'altra rue che permette le 
disponibilità completa della doee, 
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Distribuzione 

Sano attualmente disponibili due procedure che possobo essere usate insieme 0 separatamente per le analisi dei 

profili di dianbuzione: 

— un'unle informazione qualitanva si omene facendo uso di tecruche autoradiografiche su tutto il corpo; 

— un'informazione quantitativa si ottiene secnficandio gli animali e intervalli divern dopo Fesposizione e 
derermunando la concentrazione e la quanmià della sostanza un csame €/0 dei suc1 metaboliti nei tesnyti € negli 
organi. 


Escrezione 


Negli studi di escrezione ui raccolgono Frina, le feci e Faria espirsta e, in determinate circostanze, la bile. La 
quanttè della sostanza in csarve e/0 dei suoi metaboliti dovrebbe esere misurata in detvi escreo ad intervalli diversi 
dopo l'esposzione, fino a che sia stato escreto intorno ai 95 % della dose somunistrata, ovvero per serte giorni, 
secondo la condizione che si verifica per pruns. 


fn casi speciali può essere occessario considerare l'escrezione della sostanza in esame nel lame degli animali da 
espenmento che allartano i piccoli. 


Metabolismo 


Per determinare l'esenzione € i profilo del metabolismo si dovrebbero analizzare campioni biologici secondo 
tecniche appropriate. Se vi è la necessità di dare risposta a questi denvanti da studi rossicologici precedent si 
dovrebbero chianre le strutture der metabroliti e proporre vie metaboliche appropnate. Pet ottenere informazioni 
sulle vie metaboliche può tssere proficuo effettuare studi in vitro. 


Ukeriori informazioni sulle relazioni fra è metabolismo e la tossicità possono essere ottenute da studi biochimici, 
GIÙ E dicseziane di da id are pn sii eni mea 
endogeni 00m proteici e sull'unsohe della sostanza con macromolecole. 


2. DATI 


in relazione al tipo di srudio effermusto i dati dovrebbero cisere riassunti in forma di tabella integrata se del caso da 
tappresentazioni grafiche. Per csscun r'uppo di taggpo dovrebbero essere poste in evidenza, io raro i casi in cui dò 
è possibile, e varzzioni medie e sisnsche delle musurazioni in relazione al tempo, 2) dosaggio, ai tessuti e agli 
organs. L'envià dell'assorbimento e la quanbtà e la velocità dell'escrezione dovrebbero esere determunare con 
metodi appropnati. Quando n effertuano studi del metabolismo, la struttura dei metaboliti idennficati dovrebbe 
essere data e le poaubili me metaboliche presentare. 


3. RELAZIONE 


3.1. Reazione sul saggio 
Nella retauone sul saggio devono figurare, se possibile: 
— specie, ceppo, provemenza, condizioni ambientali, dieta, 
— carartenztanone di eventuali matenzli marcato, 
— livelli di dosaggio e cotervalli usso, 
— iso nie di somministrazione ed ogni vescolo usato. 
— ceffera tossica ed altr effero osservao, 


— metodi per la determunazione della sostanza in csame e/0 dei suoi metabolin ner campioni biologa, n 
compresa lara espurata, 
— presentazione w forma rabulare delle misurazioni per sesso, dose regime, tempo, tessuti cd organi, 


» presentazione dell'enntà dell'assorbumesto e dell'escrezione nel tempo, 
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— metodi per la caratterizzaziooe e l'idenuficanione di metaboliti aci campioni bralogici, 
— tnevodi per le musurazioni biochusuche concernenti È metabolismo, 

— ne proporne pes i metabolismo, 

— discussione dei nsultati, 

— interpretazione de rumultari. 


3.2. Valutazione e interpretazione 
Vedi introduzione generale, parte B. 
4. RIFERIMENTI 


Vedi introduzione generale, parte B. 


è 
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SAGGIO DI MUTAGENESI E PRESCREENING DI CANCEROGENESI 
MUTAZIONE GENICA: SACCHAROMYCES CERE VISIAE 


1. METODO 
LI. latroduzione 

Vedi introduzione generale, parte B. 
1.2. Definizioni 


1.3. Sostanze di riferimento 
Nessuna. 
1.4. Principi del wesodo di saggio 


Per masurare l'induzione di mutazioni geruche indorte da agenti chimici, con e senza attivazione metabolica, può 
essere fatto uso di una vanetò di ceppi spiordi e dipioidi dei lievito Saccharomyces ceremsise. 


Sono stau utilizzan sistemi di mutazione in avano in ceppi aploidi, come la misura della mutazione da mutano 
rossi, nchiedent aderina (ade-1, ade-2), a doppi mutant bianchi richiedent adenina; e usemi seleruri come 
l'induzione delia resstenza alla canavaruna. 


D sisterna di retrotnutazione più 'argamente mavalidaro comporta l'uso del ceppo aploide XV 185-14C che porta 
le mutazioni di tipo «senza senso».(ochre) ade 2-1, arg 4-17, ly3 1-1 e trp 5-48, le quali possono essere revertite da 
mutageni che inducono sosutuzioni di base nel ato speafico 0 mutazioni che soppamono «ochre». D ceppo XV 
185-14C porta altresì il marcatore his 1 - 7, mutazione di tipo «senso sbagliato» reveruta principalmente da 
mutazioni del seccodo niro, € l marcatore ho 3 - 10 che viene reverato da mutageni che inducono mutazioni del 
apo «unserzone-delenone». 


Fra 1 ceppi diplordi del $. cereviziac di solo largamente convalidato è il ceppo Dr, omozigore per iv 1-92. 


1.5. Criteri qualitativi 
Nessuno. 

1.6. Descrizione del metodo di saggio 
Preparan 


È opportuno preparare le soluzioni delle sostanze in esame e de composn di controllo o di nfenmento, servendori . 
di va vercolo appropnaso, 25 momento dell'efferuazione det test. Con 1 composti organia non solubrli in acqua n 

devono usare soluzioni di solventi ceganso qual l'eranolo, l'acetone e il dimenisolfosudo {DMSO)] a don più del 

2% ca volume (vivi La concratranone finale dei solvente non dovrebbe nfluenzare un modo sgmuficavvo la 

mealità cellulare © le carattensuche di ansa. 


Attivazione metabolica 


Le cellule vanno esposte alle sostanze in esame ns un presenza che 1 assenza di un sstema appropriato di 
artivazione metabolica esogena. 


D ustema più comunemente usato è una frazione posamitocondnale integrata con cofatton, ortenuta du fegan di 


roditon prevanan con agevo che inducono ensus. Per l'arurazione metabolica può essere appropriato anche l'uso 
di altre spense; di altr tessuo, di altre franca: posamutocondnali 0 di altri procedimenti. 
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Condipom di effronazone del saggio 
Ceppi 


1 ceppi più largamente ussti argli studi sulle mutanoni geniche sono il arppo aplcide XV 185-14C e il ceppo 
diplorde Di. Possono essere appropnan anche altri corppe. 


Terteni di coltura 


Per la determinazione della sopravavenza delle cellule e del numero der mutant è fatto uso di terreni di coltura 
APppropnao. 


Uso di coscrolli negativi e positivi 


È opportuno procedere ia parallelo a controlli pounri, nom trattati e con il solo solvente. Per ciascun evento 
genenco speafico vanno usate appropriate sostanze di controllo poutivo. 


Concentrazioni 


Occorre far uso di almeno. S concentrazioni adeguataroente intervallate della sostanza is esame. Per le sostanze 
tossiche la concentrazione più elevate usata nel test'non deve redurre Îla sopravvivenza a meno del 5-10 %. Le 
sostanze relavvamente insolubili in sequa vanno saggiate fino al loro limite di solubilità secondo procedimenti 
appropnan. Per le sostanze non tossiche completamente solubili in acqua la concentrazione mastima va 
determinata caso per caso. 


Condizioni di incubazione 


Le piastre vengono wncubate per 47 giorn: a temperatura ds 28° a 30 *C nell'oscurità. 


Frequenze delle mutazioni spontanee 


È opportuno usare subcolnire con frequenze delle mutazioni spontanee entro i limizi accertati come normali. 


Numero delle repliche 


Per la determinanone dei prototrofi che = inducono per mutazione genica è della sopravvivenza cellulare è 
opportuno fare uso di almeno tre piastre di replica per concentrazione. Nel caso di esperimenti nei quali si usino 
marcaton a bassa frequenza di mutazione, quali hom 3-10, per poter ottenere dati aventi rilevanza staustica è 
necessino aumentare il numero delle piastre. 


Procedimento 


D trattamento dei ceppi di $. cerevisiae mene cormalmente effettuato secondo un procedimento di cen n 
sospensone liquda coo impiego di cellule quiesani 0 un cresata. Gli esperimenti iniziali dovrebbero essere 
condotti su cell'ule 1n cresota. Si espongono alla sostanza in esame per una durata fino a 18 ore a temperatura da 
23* a 37 *Ce in aptazione 1-5 X 10” cellule/mi; in cau opportuni, nel corso del trattamento si aggiunge una 
quanutà adeguata di un sistema di arovazione metabolica. Al termine del trattamento si procede all 
centafuganone ed al lavaggo delle cellule ed alla loro semina su un terreno di coltura appropriato. Dopo 
incubazione n analizzano le piastre per la determinazione della sopramvenza € dell'induzione della mutazione 
gemca. 


Se il pnmo espenmento è negaoro d stcondo cspermento dovrebbe essere condotto su cellule quiesceno; se il 
pruno espenmento è posiovo, nene confermato w un appropriato espenmento udipendente. 


2. DATI 
t dan devono cssere presentan n forma di tabelle, con indicazione del numero delle colone contate, del suMmero di - 


mutano, della soprarnivenza e della frequenza dei mutana. Turo 1 nsultan devono essere conferman in en 
espenmento udipendente. }.dan devono essere stabuiu secondo metodi siansna appropnev. 
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RELAZIONE 


Relazione sul seggio 
Nelte relazione sul saggio devono figurare, se possibile: 
— ceppo vato, 


— condizioni di efferruazione del test: cellule in fase stazionaria 0 ib cresota, compouzione dei terrena, 
temperarura e dusata dell'incubazione, sistema di aruvazione metabolica, 


— condizioni del trartamento: livelli di esposizione, procedimento e durata del trartamento, tampetatura di 
trattamento, controlli poutin e negaun, 


= numero delle colonie contate, numero di mutano, sopravnivenza € frequenta dei mutann, relanicoe 
dose? risposta se disponibile, valutazione statisuca dei dati, 


— discussione dei risultati, 
— interpretazione dei risultati, 


Valutazione ad interpertazione - 
Vedi introduzione generale, parte B. 


RIFERIMENTI 
Vedi introduzione generale, parte B. 
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RICOMBINAZIONE MITOTICA: SACCHAROMYCES CERE VISIAE 
1 METODO 


11. latroduzione 
Vedi introduzione generale, parte B. 


1.2. Definizioni 


1.3 Sostarae di riferimento 
Nessuna. 
1.4, Principi de metodo di seggio 


La neombu. Lone mitotica in Saccharomyces cerevisiae pub essere rilevata fra geni (0 in linea più generale fra un 
gene e il suo centrameso) e all'interno der geni. La pnma delle due eventualità è denominata crossing-over mitotico 
€ genera pradorti reciproci, mentre ls seconda eventualità è per lo più non reciproca ed è denominata convernone 
peruca. Î crossung-over viene generalmente determinato mediante la produzione di colonie 0 sertori recesivi 
OmMOzigon t5 un ceppo eterozgore, mentre la conversione genica viene determinata attraverso la produzione di 
revertann prototrofici in un ceppo suxotrofico eteroalielornorfo portante due diversi alleli del medesimo gene. i 
ceppi più comunemente usati per la rilevazione della conversione genica mitotica soca i ceppi D. (eteroalielomorto 
ua ade 2 e trp $), Dj (etervaliclomorto in wp $}, BZ 1, (etercaliciomorto in arg 4) e JD1 (eteroatielomorfo in bis 4 e 
trp $). I-crossung-over mutonco producente ietton omozigon di colore rosso e rosa può essere determinato nel 
ceppo Dj 0 in D, (che misura anche la conversione gersca mitovca € la retromutazione in ilv 1-92), essendo 
entrambi i ceppi etercalielomorti per alleli compiementano di ade 2. 


1.$. Criterì qualitativi 
Nessuno. 

1.6. Descrizione del metodo di saggio 
Preperanom 


È opportuno preparare le soluzioni della sostanza in esame e dei composo di controllo o di riferimento, facendo uso 
di un solvente appropnato, al momento di procedere all'effermiazione del test. Con i composti organia n00 solubili 
an acqua è opportuno usare solventi organsa come l'etanolo, l'acetone e il dimetilsolfossido (DMSO) a non più del 
2% (v/v). La concentrazione finale del solvente non dovrebbe alterare significauvamente la vitalità cellulare e le 
carattensoche di cousote. 


Attivazione metabolica 


Le cellule devono essere esposte alle sostanze in esame 513 in presenza che in assenza di un sizemas approprno di 
attivazione metabolica esogena. TRSGRA Pi ea Re ra 

tare cor colsrron e omenuta das fegan di toditori pretrantzo con sgeno che inducono enzima. Per l'attivazione 
metabolica può essere appropriato anche l'impiego di altre specae, di alon tessun, di altre frazioni posmtocondnali 
o di al procedimento. 


Condiuom spenmentah 


Ceppi 


Icrppi prù frequentemente usab sono 1 ceppi diplordi D.. Di, Di, e SDI. Può cisere appropriato anche l'imprego di 
alin ceppi. 
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Terreni di coitara 


Pes la determinazione della sopramvenza e della frequenza della ricombinazione mitorica n devono usere verreni 
di colvara approprian. 


Uso di controlli negativi e positivi 


È opportuno effemuare in parallelo controlli pouitivi, controlli non trattan o trartan con solo solvente. Per cascun 
npo speafica di ricombinazione devono essere usate le appropriate sostanze di matrollo pouuvo, 


Concentrazioni 


È opportuno fare uso di altneno cinque concentrazioni della sostanza in esame adeguatamente inservaliate. Trai 
fatton da prendere in considerazione vi sono la citoroszicità € la sotubilità. La concentrazione più basse vos deve 
produrre sicus effetto sulla vitalità cellulare. Per le sostanze rossiche, la più alta concentrazione taggiata non deve 
ridurre ls sopravnvenza a meno del 5-10%. Le sostanze relativamente insolubili in acqua devono essere teggzate 
fino alloro limite di solubilità secondo procedimenti sppropnat. Per le sostanze son tossiche altamente solubili in 
acqua la concentrazione mastima del test va determunata caso per caso. 


Le cellule possono essere esposte alle sostanze in esame in fase stazionaria o in fase di crescita per periodi fino a 
18 ore. Nel caso di tempi di trattamento prolungati occorre turtavia accertare mediante esame microscopico che 
nelle culrure son vi sia formazione di spore, la cui presenza invaliderebbe i ven. 


Condiziosi di incubazione 


Le piastre vengono incubate nell'oscurità pet 4-7 giorni a temperatura da 28 * a 30 *C. Le piastre usate per l’analisi 
* dei settonomongoti di colore rosso e roseo denvano dal crosung-over mtotico vanno ruttavia tenute in frigonfero 
(4 *C) per un altro ado di uno 0 due porn: pruma dell'analisi, per dare tempo allo sriluppo del pigmento nelle 
colorue ricombinani. 


Frequenze della ricombinazione tmitorica spontanea 


È oppornino usare subcolnire con frequenze di ncombinazione mitonci spontanea entro i limuri accettati come 
normali. 


Numero delle repliche 


Per ta determinazione de: procotrofi prodorn dalla conversione gensca sutotica e per quella della sopravvivenza è 
opportuno fare usodi un muamo di tre piastre di replica per concentramone. Nella derermunazione della omazgosi 
recesziva derivante dal crossing-over mitobco U numero delle piastre va simentato un aiodo da omenere un numero 
adeguato di colonie. 


Procedimento 


D trartamento dei ceppi di $. cerenzsize vicne normalmente efferato in un procedimento di test in sospensione 
liquida co cellule ua fase staionana 0 ua fase di crescita. Esperunena uuziali dovtebbero essere condoro su cellule 
un fase di esorta. Si cspongono alla sostanzs co esume per una durata fico a 18 ore a temperatura da 28 * a 37 *C 
con scuoamento È - $ x 10° cellule/mi; nel corso del trattamento, ne casi opportuni @ aggiunge una quanteà 
adeguata di uo nsrema di arovazione metabolica. AJ cermaine del trarramnento 3 procede alla centrifugazione ed al 
lavaggio delle cellule ed alta loro samia su un terreno di colrura appropriato. Dopo l'incubazione w analizzano le 
prastre per la deserminazione della sopravvivenza e dell'indunone della ncombinazone mitcuca. 


Se i] primo espenmento è negiuvo rl secondo dovrebbe cssere cseguuto su cellule quescenv; se l prumo esperimento 
+ è pounvo, i) secoado viene confermato ca un esperumento indipendente appropnato. 


2. DATI 


1 din dereno essere presenta un fortha di tabelle, con indicanoce del numero da ncombuana, della 
sopramiventa e della frequenza der nicormbinano. 


Tur 1 nsultae devono essere confermati w un espenmento indipendente. 1 dan vanno stabuim per valutazione 
secondo miod sa05t0 ipproprat. 
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dì. RELAZIONE 

31. Relazione sul raggio 
Nelle relazione sul saggio devono figurare, se possibile: 
— Orppo usstò, 


— condizoni di effertuazione del ten: cellule in fase stazionarie 0 di crescita, composizione dei terreni, 
temperatara € Curata dell'incubanione, sustemy di atuvazione metabolica, 


— condizioni del ranamento: concentrazione di esposizione, procedimento e durata del trattamento, tempera. 
tura di trattamento, controlli postivi e negann, 


— numero di colome conuste, numero dei ticombinanti, frequenza della sopravvivenza e della ricombinazione, 
relazione dose/risposra sc possibile, vslutinone stansiscs dei dati, 
— disazmone dei tisultesi, 
— interpretazione dei risultati. 
3.2. Valutazione cd interprerarioac& 
Vedi introduzione genesale, parte B. 


Vedi introduzione generale, paste B. 
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CELLULE DI MAMMIFERI IN VITRO: SAGGIO DI MUTAZIONE CENICA 


1. METODO 


14. Introduzione 
Vedi mmvoduzone generale, parte B. 


1.2, Defizuzzone 
Vedi introdunone generale, parte d. 


1.3. Sostanze di riferimento 
Nessuna, 
1.4, Principi del metodo di saggio 


Per la nievazione di mutazioni indorte de sostanze chimiche può essere fatto uso di ustemi di colnura di cellule di 
mammife. Fra 1 tipi di cellule prù largamente usati figurano le cellule di linfoma di topo LS178Y e le linee CHO € 
V+79 di cellule di hamazer cinese. In queste linee cellulari i sistem più comunemente san misurano mutazioni nei 
loc della timidina chinas (TK), della ipozantna guanina fosfonbori transicras (HPRT)(') e della Na*/K* 
ATPase. | siscenu di mutazioni: della TX ‘e della HPRT evidenziano mutazioni del ipo «sostiuzione di base», 
mutazioni del ipo «unserzione-deleuone» e piacole delezoni; i sistema Na "/K" segnala soltanto mutazioni dei 
nipo «sosmmurone di base», 


Le cellule deficenti di rimidina kinasi (TK), a causa della mutazione in avanti TK* — TK°, sono reustenu alla 
bromodcossundina (BrdU}, alla Guorodecasandine (FdU) e alla trifluorotumedina (TFT), non essendo detti 
anumetabolit incorporati n nuciectadi cellulari dalla mmidina china del wstema enzimanca edi recupero»; i 
nucdecadi accorreno per d metabolismo cellulare sono omenuti unscamente dalla antesi de novo. la presenza di 
amadina chinzn la SedU, la FAU e la TFT sono per contro incorporate on nucievudi, con conseguente inibizione 
del metabolismo cellulare e della atorotnati. Le cellule mutanti 1000 così in grado di proliferare 1n presenza di 
8rdU, FdU o di TFT, mentre le cellule normali, che fonrengono nmidina chinan, non lo possono fare. 


le ceilule con insufficienza di HPRT s000 selezionate per resustenza alla S-assguanina (AG) o alla 
6-noguanna (TG). Le cellule con alteranone della Na*/K* ATPase sono selezionate per resistenza alla 
cuabans. 


Per la devermunazione della atorosnatà » musuta l'effetto della sostanza in esame sulla capacità di formazione di 
colonie (efficenza di clonaggo)o su tassi di crescita delle colture. La determinazione della frequenza des mutano f 
effettus a sua volta seminando numen non di cellule 1 un terreno contenente l'agente seleravo per individuare ie 
cellule mutano, e un un terreno senza agevoe selernvo per determinare l'effimenza di donaggo. Dopo un 
appropriate penodo di incubazione n contano le colomie. Le frequenze des mutano n calcolano in base al numero 
delle colonie di tutana cor is correnone telstiva all'efficenza di cdlonaggo delle cellule. 


1.5. Criteri quabtativi 
Nessuno. 

1.6. Descrizione del metodo di seggio. 
Preparazioni 
Cellule 


Pes ) npo di determinazione qui considerato è disponibile turta una sene di linee cellulan. Esse comprendono der 
subciono di cellule LS178Y, CHO o di cellule V-79 delle quab sono sete dumostrate la senubilità agli ageno 
mutageri chumua, l'elevata efficenza di clonigpo e la bassa frequenza di mutazioni spovtanee. Le celfule possono 
essere controllare perodicamente per quel che nguarda la stabilità de canoupo, ed è comunque oppormino 
accertare l'assenza in csse di contaminazione da mucoplasma. È posnbile usare anche altn api di cellule, a 
condizione che ne na pienamente documentate la validità per ta dererminazione delle mutazioni gensche mdorte, 


churucamente. 


{') Cud HCPRT. 


— 106 — 


15-2-1990 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38 
"td rr e TITTI TIII--— =rro1te9q«etTPt+-——————————zx 


conc 


Terreni di coltura 
È necessario valersi di terreni di coltura e di condizioni di incubazione (temperatura, recipienti di coltura, 


concentrazioni di CO3, umidità, ecc.) appropriati. i terreni e i sieri vanno scelti in relazione ai sistemi selettivi e al 
tipo di cellule usati nella determinazione, 


Sostanza in esame 

Le sostanze in esame possono essere preparate in terreni di coltura ovvero disciolte o poste in sospensione in veicoli 
tppropriati prima del trattamento delle cellule. La concentrazione finale del veicolo nel sistema di coltura non deve 
influire sulla vitalità delle cellule © su! loro tasso di crescita. 


Attivazione inetabolica 


È opportuno esporre le cellule alla costanza in esame sia in presenza che in assenza di un sistema esogeno di 
attivazione metabolica dei mammiferi. Akernstivamente, quando si fa uso di tipi di cellule con attività metabolica 
endogena è opportuno che l'envisà e la notura di detta attività niano conosciute come appropriate alla classe dinica.... 
che si sta esaminando. 


Condizioni sperimentali 
Uso di contrelli positivi e negativi 
È cpportuno includere in ciascun esperimento dei controlli positivi, valendosi sia di un composto ad azione diretta 
the diun composio per il quale cecerre arrivazione metabolica; è altresì cpportuno efferruare un controllo negarivo 
{del veicolo). 
Quali ssempi di sostanze che si prestano ad essere usste come controlli positivi si possono citare le teguenti: 
— composi ad azione diretta: 

— etilmeransulfonato, 

— icantone, 
— composti ad azione indiretta: 

— 2oaccrilaminofuorene, 

— 7, 12-dimetilbenzantracene, 

— N-nittosodimetilamina. 
Se del caso, si può ancora aggiungere un ulteriore controllo posirivo della medesima classe chimica della sostanza in 
esame. 


Concentrazioni 


È opportuno fare uso di diverse concentrazioni delle sostanza in esame. Dette concentrazioni devono produrre un 
efferzo tossico proporzionale alle concentrazioni stesse, nel senso che is concentrazione più elevata dè luogo ad un 
livello ridotto di sopravvivenza, mentre alla concentrazione più bassa ia sopravvivenza è approssimavivamente 
dello stesso ordine che nel controllo negarivo. Le sostanze relativamente insolubili in acqua vanno saggiate fino a) 
foro limite di solubilità secondo procedure appropriate. Per le sostanze non tossiche completamente solubili in 
acqua la concentrazione più elevata della sostanza all'esame va determinata caso per caso. 


Procedimento 

Ii numero delle cellule usate per Je varie colture deve essere in relazione con la frequenza delle mutazioni spontanee; 
un criterio di carattere generale consiste nell'usare un numero di cellule vitali pari ai decuplo dell'inverso delle 
frequenze delle mutazioni tpontanee. 


Le cellule vanno esposte all'effetto delle sostanze per una durata adeguata; nella maggior parte dei casi è efficace 
un'esposizione da 2 a 5 ore. Le cellule che non hanno un'attività metabolica endogena sufficiente devono di 
preferenza cssere esposte alla sostanza in esame sia in presenza che in assenza di us appropriato sistema di 
attivazione metabolica. Al termine del periodo di esposizione ie celluie vengono lavare ds ogni traccia della 
sostanza in esame e poste in coltura per la determinazione dell'efficienza di cionaggio e per consentire l'espressione 
de) fenoripo mutante. 


AI termine del periodo di espressione, che deve essere sufficientemente lungo per rendere possibile un'espressione 
fenotipica pressocché ottimale dei mutanti indotti, le cellule vengono coltivare in un mezzo rispettivamente con e 
senza agenti selervivi per la determinazione del numero dei mutanti e dell'efficienza di clonaggio. 

Turri i risultati vengono confermati in un esperimento indipendente. 
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2. DATI 


3 dan devono cusere presentati in forma di tsbelle. Devonò essere presentati i conteggi delle singole piastre, per La 
somanza w esame e per d controllo, sia per l'induzione delle mutazioni che per la sopravvivenza. Devoso akresi 
essere indican Ù cumero medio delie colonie per prastra e la deviazione standard. La frequenza delle mutazioni va 

espressa quale sumero dei mutanti a relanone al numero delle cellule sopravvissute. La sopravvivenza € 
Fa dicienaa di cuagiio sone pipiesae ii ieri di percinnnil d0) Vela dl cogrole. 1 dan devono essere valutati 


steondo metodi stanstici appropiisti. 
3. RELAZIONE 
3.1. Relazione sul saggio 


Nella relazione mul saggio devono figurare, se possibile: 

— po di cellule usare, numero delle colrure di cellule, metodi per il mantenimento delle colture di cellule, 

— condizioni di effermiazione del test: composizione dei terreni, concentrazione di CÒ:, concentrazione della 
sostanza 10 esame, solvente usato, temperatura di incubazione, tempo di incubazione, durata del periodo di 
espressione (se necessario, cos indicazione del numero delle cellule seminare, delle subcolture e dello achema di . 
mantenuvento), durata del tramamento, densità delle cetfule durante il trartamento, tipo di sistema di 
attivazione metabolica dei mammifen ussto, conzolli powtivi e negativi, agente scleravo usato, 


— tagion: della selezione delle dosi, 

— metodo usato per il conteggio delle cellule virali e delle cellule mutanti, 
— valutazione sratistica, 

— discussone dei risuitavi, 

— anterpretazione dei nsultsa. 


3.2. Valutazioni ed interpretazione 
Vedi introduzione generale, parte B. 


Vedi introduzione generale, parte B. 
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DANNO E RIPARAZIONE DEL DNA: SINTESI NON PROCRAMMATA DEL DIA -— CELLULE DI MAMMIFERO IN 
VITRO 


1 METODO 


1.1. Ineroduzioee 
Vedi vitroduzione generale, parte B. 


1.2. Defizizioni 
Vedi introduzione generale, parte B. 


13. Sostanze di nferimento 
Nessuna 
1.4. Prinapi del metodo di saggio 


E vent della untesi non programmata del DNA — Unscheduled DNA Syntenis (UDS) — misura la niniesi di 
nparazione del DNA dopo l'eatuone e la rimozione di un raro di DNA contenente la zona del danno mdoro de 
agent chimici e fisici. D test si basa sull'incorparazione di timidina marcata con on00 (7H-TdR) nei DNA di cellule 
di mammufen che von si trovano pella fase 5 del acio cellulare. L'assunzione di 1H-TdR può essere deterrmunata per 
autaradiografia oppure mediante conteggo per santillazione in fase liquida — liquid santillation counong (LSC) 
— del DNA dalle cellule trattare. Le cellule’ di mammeferi in coltura, salvo nel caso che si facma uso di epatociti 
prunan di topo, vengono trattate con l'agente all'esame coe e senza un ustema di aruvazione metabolica csogena. 
La UDS può essere musurate anche n sissesu in nvo: 


1.5. Criteri qualitativi 
Nessuno. 

1.6. Descrizione del metodo di saggio 
Prepaorauon 


Le sostanze in esame e quelle di coatrollo o di nfenmento vanno preparate n terreno di crescita ovvero disciolte o 
posse in sospensione in vecoli appropnao e porancora diluite n terreno di cresata pnma di essere utilizzate per il 
test. La concentrazione finale dei vercolo non deve produrre alam efferro sulla vitalità delle cellule. 


Nel tes possono essere utilizzane colture prunarie-di eparono di rarro, di linfocia umani o di linee cellulan 
stabilizzate (ad esempio fibrobiaso dipiord umani). 


È ‘opportuno esporre le cellule alla sostaniz in esame 123 10 presenza che un assenza di un usterna appropnato di 
atuvazione metabolica. 


Condizori speromentali 
Numero di coltute 


Sono necessane almeno due colture di cellule per l'autoradiografis e sl colture (o meno, se @usuficato 
sentificamente) per, le determinazioni LSC € UDS per ogni punto spenmentale. 


Uso di controlli cegstiti e postivi 


È opporruno includere in ciascun esperunento controlli umultane postivi e neganvi (non trattati e/0 del solo 
vecolo), con £ senza attivazione metabolica. 
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Esempi di consoli posuvi per id test su epatociti di ratto sono ud 7,12-DMBA (7,12-dimetibenzatrscene) e i 
2-AAF {2-2ce0larunofivorene). Nel caso delle lince cellulan szabilizzate un esempio di cootrollo pontiva sa per le 
determunazioni autoradiografiche che per le determinazioni LSC effertuste senza srnvazione metabolica è te 
+NQ0 (4-nutrochinolina-N-oss:do), la N-dimenin:trosamina è a sua volta un esempio di comporta per matrolig 
pounvo quando ne'facio uso di sisemi di atuvarione metabolica. 


Concenirazioni 


È opportuno fare uso di concentrazioni multiple della sostanza in esame in una gamma adeguata ar fini della 
determinazione della nspossa, La concentrazione più elevata deve dar luogo è qualche effetto ctctassico, 1 
composn relauvamente issclubili in acqua vanno saggiati fino al loro lite di solubilità. Per le scurnze non 
tossiche altamente solubili ui acqua la concentrazione masszna della sostanza u: vane ve determinata caso per 
c450. 


Cellule 


Pes il mantenimento delle coliure è opporruno fare uso di terresu di crescita, di concentrazzoni di COr € di 
condizioni di cempetarura e di umidità appropriate. Le linee cellulari stabilizzare derono essere controllate 
periodicamente per escludere la presenta di contaminazione da vucoplasma. 


Attivazione metabolica 


Con le colrure pnmane di eparonti nor s fa uso di sistemi di aruvazione metabolica. Le linee cellulari stabilizzare 
ed 1 linfociti vengono esporr alla sostanza un esame sia un presenza che in assenta di un sistema appropriato di 
attivazione metabolica. 


Procedimento 
Preparazione delle colture 


La linee cellulan sabilizzase vengono generare da colnura stock (ad esempio per tripumzzazione o mediaste 
SEPararione per scuonmenro), sertunate ui recpienoi di coltura a densità appropriata ed incubate 2 37 °C. 


Colture 3 breve termine di eparocit di rarto vengono preparate darco modo è cpatoniti dissoniati di fresco in un 
terreno appropearo di attaccare: alla ssperfice di cresora. Le colture u: linfonti umani vengono preparate seccado 
tecruche approprate. 


Traziamento delle colture con la sostanza in esame 


Epatocti pnman di ratto 

Gli epatoca di sarto solav di fresco vengono trarrani con la sostanza unesame in un terreno contenente !H. TAR per 
una durata appropnata. Ai (eruune del penodo di trattamento le cellule vannotolte inediante filmagmodal terroco, 
rismacquare, fissate ed esuccare. ] veri vanno immeru in omuluoce autoradiografica ‘alternanvament: a 
possono usare pellicole adatte), esposn, saluppan, coloran ed enumeran. 


Lunee cellulari sabilizzate e linfocro 

Tecniche ausoradiografiche: Le colture di cellule vengono esposte alla sostanza un esame per una durata 
Ippropnata € succesuvamente trartate con 'H-TdR. La durata sarà determinata dalla oscura della sostanza, 
dall'armmità del usema metabolizzamie e dal npo delle cellule. Per nievase il valore massumo di UDS, è opportuno 
agpuagere ‘H-TdR cootemporancamente alla sostanza all'esame. ovvero entro pochi nunuo dall” ‘esponzione alla 
sostanza stesa, L1 scelta tra 1 suddern due procediment sara fatta in relazione alla possilità di unterazioni fra is 
souanza all'esame e ‘H-TdR. 

AJ fine di porer disunguere tra UDS e la repiicanone semu-conservanra di DNA si può uubue quesc'ulama, ad 
esempio facendo uso di un terreno deficiente di arginina, 2 ba140 contenuto di ssero 0 con rdrosnurea nei mezzo di 
colmara. 

Mesure LSC di UDS- Prima del trattamento con la sostanza in esame è opportuno bloccare nel modo che 10 è 
descnrio sopra l'entrata delle cellule nella fase $. Le cetiule vengono pu rsporte alla sostanza 1 csame nel mado che 
w € desonito pet Fautoradingrafia. AI rermine del penodo di ucubanone p cstra: u DNA dalle cellule € 
determinano il contenuto totale di DNA e la mirura della ncorporazione di 'H- TAR. 


Occorre nisvare che quariio » fa uso delle tecniche sopra desnite di tinfocin umani, la soppicsuone della 
replicazione semu-conservativa di DNA non è necessana u colture rog sumalace. 


— 110 — 


15-2-1990 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38 
"rec ————T—T——€WGrze————— GRZ 


Aneha 
Determinazioni autoradiografiche 


Nella deverminazione di UDS nelle cellule in colrara son si contano 1 avcici in fast $. È opportuno contare alineno 
SO cellule per cnacentranone. Le lasenne vanno codificate pruna del conteggio. È opportuno contare su asscuna 
prastruni diverm campa a caso interamente separa tra loro. Perla determinazione della quanntà di incorporanane 
di *H-TdR nel atoplasna è bene contare sel otoplasma di asscune cellula conteggiata tre arce delle dimensioni del 
nucleo. 


Determinazioni LSC 


Nelle dererteunazioni LSC UDS occore fare uso di un miurera sdrgusto di calcare ner ogra soncentrazione è peri 
controlli. 


Turu i miulian.devrbbero estere coninimat in ua eqperimerto ndipendone. 


2. DAI 


I dati devono estere presentati in forma di tabelle. 


2.1. Determinazioni sutoradiografiche 


Della enutà dell'incorporazione di 'H-TdR nei itoplssme e del turarro der granuli osservati nel nucleo delle cellulk 
va presa pota separztamente. 


Per descnvere la distribuzione dell'amità dell'incorporamione db 'H-TdR ne) atoplasme e del numero dei granuli 
per auciso però etsere fatto ferimento alla media, alla mediana ed al modo. 


2.2. Determinazioni LSC 


Per le deverminazioni LSC, l'incorporazione di 'H-TdR va indicata in termuri di dpm/ug di DNA. Di valore medio 
di dpm/uz di DNA coo la denazione standard può essere usato per desenvere ia distribuzione della 
INCOCporizone. 


i dari devono essere valutati secondo metodi stausna appropriab. 


3. RELAZIONE 


31. Relaucoe sui saggo 
Nella relzzione sul saggio devono figurare, se possible: 
— cellule usate, denutò e numero do pastagi il tomesto del trattamento, ouuero delle colsure di cellule, 


— metodi uso per i mintenunento delle colture di cellule, con indicazione del terneno, della temperatura e della 
concentranone di CO, 


— sostanzia uv esatde, vecio, concentrazioni e raponi della sorlta delle concentrazioni usate nella determina- 
none, 


— dettagli nguardano 1 ssterti di armramone metabolica, 
«— programmi di rartamento, 


». 
— controll postivi e negaun, 
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— tecmica autoradiografice usata, 

— procedimeno usan pes bloccare l'entrata delle cellule nella fase $, 

— procedimenti usati per l'escrauione di DIA € per la determinazione del contenuto totale di DNA nelle 
determinazione LSC, 


— relazione dose-msposta se del cas0, 


— valutazione NA050C8, 
— discussione dei niultan, 
— interpretazione dei nsuliati. 


3.2. Valutazione ad materpertazione 
Vedi introduzione generale, parte B. 


4. RIFERIMENTI 
Vedi introduzione generale, parte 8. 
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SAGGIO DEGLI SCAMBI TRA CROMATIDI FRATELLI IN VITRO 
1. METODO 


t.1. Introduzione 


Vedi introduzione generale, parte 8. 


1.2. Definizioni 
Vedi incoduzione generale, parte B. 


1.3. Sonanie di riferimento 
Nessuna. 
1.4. Priacipi del metodo di saggio 


Quello degli scambi tra cromandi frauelli — Sister chromatid exchange (SEC) — è un test a breve termine per la 
rilevazione degli scambi reaproa di DNA fra due cromandi fratelli di un cromosoma w duplicazione. Gli SCE 
rappresentano l'interscambio di prodoro della replicazione di DNA in comspondenza di loci apparentemente 
omologiu. D processo di scambio comporta presumibilmente la rocrura e la riunione di DNA, ma sulla sua base 
molecolare non n conosce 1n realtà molto. La rilevazione degli SCE richiede qualche mezzo per marcare in modo 
differenziale i cromavda tratelli, e questo può essere ottenuto mediante ncorporazione di bromodeossiuridins 
{BrdU}) nel DNA cromosomico per due acli cellulan. 


Colture in vitro di cellule di mammufen vengono espore alla sostanza in esame con e senza un sisterna csogeno di 
atuvanone metabolna da mamoufen, se appropnaro, e posse in colrura per due acli di replicazione in terreno 
tontenente BrdU. Dopo un tramamento con un inibitore del fuso (ad esempio la colchicina) per accumulare cellule 
in uno stadio di trutosi di npo metafanco (c-metafase), le cellule vengono raccolte è 1 procede alle preparazioni 


cromosomeche 

1.5. Crrcri qualitativi 
Nestuno. 

1.6. Descrizione del metodo di saggio 
Preparanoni 


— Nd taggpo a possono usare colrure prmarie (linfocio umani) è linee cellulan stabilizzare (ad esempio cellule di 
ovano di hamster cnese). Le linee cellulam devono essere controllsu per escludere la presenza di 
contaminarsone da Mycoplasma. 

— Vanno utsn terrena di colnara e condizioni di incubazione (remperatura, reopienti di coltura, concentrazione di 
CO; ed umidità) appropnao. 

— Le sorante ip esame possono essere preparate in terrera di colrura ovvero disciolte 0 poste un sospensione n 


vescoli appropriau prama del rartamento delle cellule. La concentrazione finale der vacoli ne sustemi di colrura 
noo deve influwe in maniera significanva sulla vitalità a sul tasso di cresata delle cellule, ed è parallelamente 


opportuno venficare la frequenza degli SCE per mezzo di un controllo con solvente. 


— È opportuno esporre le cellule alla sostanza in esame si3 1h presenza che in assenza di un sistema esogeno di 
attivanone metabolica di mammufen. Alternanvamente, ove: facqa uso di up: di cellule con acunià 
metabolica endogena, l'ntensità e la narura dell'aroiitò devono essere appropnate per la classe chumica 
sottoporta all'esame. 


Condino 1perrmentali 
Numero di colture 


Per Gascun punto spenmentale dovrebbero essere usate colrure almeno wi duplicato. 
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Uso di contrelli posicivi e aegatsvi 


È opportuno includere in ciascun esperunento dei controlli positivi, factado aso sis di un composta ad arione 
direrta che di un composto richiedente attrazione metabolica, ed è opportuno anche effemare us controllo del 
vescolo. 


Quali esempi di sostanze che si prestano ad csscre usare come controlli positiva n possono citare: 


— come composto ad atone direna: 
— Petlmeraasulfonato, 


— come composto ad azione indiretta: 
— la aciofosfamide. 


Se del caso, può essere incluso nell'espenmento un controllo positivo supplementare della cnedesima casse chimica 
della sostanza in csame. 


Concentrazioni 


È opportuno fare uso di almeno tre concentrazioni adeguatamente intervalisre della sostanza in esame. Ls 
concentrazione piu elevata deve dar luogo ad un efferto tosco significativo, ma deve ancora consentire il 
venficare di una replicazione adeguata delle cellule. Le sostanze relativamente insolubili in acqua vanno seggiate 
fino alloro lisrure di solubilità secondo procedimenti appropriati. Per ie soranze non sossiche altamente solutili in 
acqua la concentrazione massima della sostanza n esame va determinati caso per caso. 


Procedimento 
Preparazione delle colture 


Linee cellulan stabilizzate vengono generate da colture stock (ad esempio per tripsitizzazione o mediante distacco 
per scuotmento), seminate in rempient di coltura a densnà appropriata cd incubate a 37 *C. Nel caso di colrura 
monostrato, È numero delle cellule per ogni renpiente di coltura ra regalato 1 modo che le colture non siano 
confluena in misura molto maggiore del 50% al momento della raccnità. Alterasuvamente, le cellule possono 
essere usare in forma di coltura 10 sospentione. Le colture di linfociti umani s000 ottenute da sangue eparinizzato 
secondo tecsiche ippropriste ed incubate a 37 *C. 


Trattamento 


Vengono esposte alla sostanza 10 esate per una durata adeguata cellule in uno stadio di crescita esponenziale; nelle 
maggiore parte dei cass può essere efficace una durata da uns 4 due ore, ma la durata del urattamento può in caluni 
casi essere prolungata fino a due cicli cellulan complen. Le cellule anco aventi una sufficiente aruvità metabolica 
endogena vanno esposte. alla speranza in csame ma w presenza che in assenza di un sistema sppropristo di 
atnvazione ciàtabolica. AJ tertune del penodo di esposizione le cellule vengono lavate ds ogni rscma della 
sostanza 10 esame e coltivate per due acli di replicazione in presenza di SrdU. în un procedimento alternarivo si 
possono esporre le cellule contemporancamente alla sostanza in csame e al BedU per ts durata completa di coltura 
di due acli cellulari, Le colture di linfono umani vengono trattate mentre si trovano to condizione semusincrona. Le 
cellule vengono analizzare alle lora seconda divisione dopo 1l trattamento, pet assicurari che siano stare espone 
alla sostanza negli stadi più senzibili del cacio cellulare. Turre le colture alle quali m agguage BrdU, vanno 
masupolate nell'oscuntà è w luce sttenusta di lampade ad incandescenza fino al momento della raccoha delle 
cellule, allo scopo di ridurre per quanto possibile la focolisi dei DINA contenente BedU. 


Raccolta delle cellule 


Le colture di cellule vengono trattare con un usbitore del fuso {ad esempio colchuana) da 1 24 ore pnma della 
raccolta. Ciascuna colnura mene raccolta e trattata separatamente per la preparazione de cromosomi. 


Preparazione e colorazione dei cromosomi 
{prepazan di gomasomi vengono ortenut secondo le tecmache citogenetchie correnn. La colorazione da verrini per 


l'ndenzianione degli SCE può estere effermuata sevondo diverse tecniche (ad ciempio cova ii metodo della 
Aiuorescenta più Giemsa). 
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3.2. 


Analisi 


D numero di oriule analizzate deve cesere basato sulla frequenze spontanea di controllo degli SCE. Normalmente si 
analurano per gli SCE almeno 25 metafam ben spaziete per colrura. Î vetrini vengono codifican pnmas dell'analisi. 
Nei linfoati umani n analizzano soltanto metafasi cmatenenti 46 centromeri. Nelle linee cellulari stabilizzate n 
analizzano a loro volta soltanto metefasi contenenti + 2 centromen del numero modale. È opportuno indicare se iù 
salto di marcarura 4 livello dei centromero viene o non viene conteggiato come SCE, i nsultan dovrebbero essere 


conferman in us espenmento indipendente. 


DATI 


du devono essere presentati in forena di tabelle. fi numero degli SCE per metafase e i) numero degli SCE per 
cromosomi vanno urdicati separatamente per rurte le colture wrartare e quelle di controllo. I dan devono essere 
definio tecondo metodi stanscio appropnsa. 


RELAZIONE 


Reazione ‘mi saggio 

Nella reluzone mul saggio devono figurare, te possibile: 

— cellule usste, metodi di mantenimento della colrura cellulare, 

— condizioni sperimentali: composizione dei mezzi, concentrazione di CO:, concentrazione della sostanza 


all'esame, veicolo usato, ten:perarura di incubazione, tempo di trattamento, inibitore del fuso ussto, ma 
concentanone e durata del tranamento connesso, tpo di ustema di attrazione di tuameraferi usato, controlli 


ponon e ucgaon, 
— numero di colture di cellule per punto sperumcstale, 
— denagii della tecnica usata per la preparancor delle lasunne, 
= numero delle metafas: analizzate (indicanone separata dei dau per cascuna coltura), 
— oumero medio di SCE per cellula e per croriosoma (indicazione separata dei dali per ciascuna coltura), 
— cnten per il riscontro degli SCE, 
— cren di selezione delle don, 
— relazione dose/ risposta ne del caso, 
— valutazione suatisica, 
— discussione dei risultata, 
— interpretazione dei risultati. 


Valutazione cd interpretazione 
Vedi meroduzione generale, parte B. 


RIFERIMENTI 
Vedi intraduzione generale, parte B. 
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SAGGIO DEI LETALI RECESSIVI LEGATI AL SESSO: DROSOPHILA MELANOGASTER 


1. METODO 


11. Introduzione 
Vedi uuroduzione generale, parut B. 


12. Definizioni 

Vedi introduzione generale, parte È. 
13. Sostanze di riferimento 

Nessuna. 
14. Principi del metodo di saggio 


U saggio dei letali recessivi legati al sesso — sex-binked recessive lethal (SLRL} — nel quale è farto uso della 
Drosophila melanogaster, permette di rilevare l'induzione ua di mutazioni puntiformi che di piccole delezioni nella 
linea germunale dell'insetto. Si tratta di un saggio capace di rivelare mutazioni in circa 800 loci sul cromosoma X; 
questa afrs rappresenta circa l'80 % di tutti i loci del romasoma X; quest'ultimo rappresenta a sua volta circa ua 
quanto dell'intero genoma aploide. 


Le mutazioni nel cromosoma X nella D. melanogaster sono cipresse frnotipicamente nei maschi portanti il gene 
mutante. Quando la mutazione è letale nella condizione emizigote, la sus presenza ti desume dall'assenza di une 
delle due classi di discendenza maschile che sono normalmente prodotte da una femmuna eterozigote. Il saggio 
SLRI si basa suila disponibilità di cromosomi speaficamente marcati. 


1.5. Criteri qualitauvi 
Nessuno. 

1.6. Descrizione del metodo di saggio 
Preparazioni 
Ceppi 


Possono essere usati maschi di un ceppo ben definito di upo selvatico e femmine del ceppo Muller-5. Posseno altresi 
essere usan alt ceppi di femimune marcate m modo appropnato con cromosimi X mulupli invertizi. 


Sostanza in esame 


Le sostanze u esame vanno disciolte um acqua. Le sostanze son solubili in acqua possono essere disciolte o pome in 
sotpenzione 1 solventi appropnati (ad esernpio una muscela di etanolo e Tween-60 0 80); € successivamente dibue 
in acqua a w soluzione salina pruna dell: somministrazione. È opportuno evitare quale solverite id dimeulsol 
fosuda {DMSO). 


Numero di animali 


D raggio va programmato coò una senzbilità ed una porenza predererminan. Sul numero di cromosomi trartav che 
devono essere anabzzan inffurrà fortemente la frequenza delle mutazioni spontante osservata nel controllo 


appropnaro. 
Vie di somministrazione 
L'esposizione può essere orale, per uvenone 0 per esposizione i gas 0 2 vapori. La sommirustrazione della sostanza 


un esame può essere fatta ui forma di soluzione rucchenna. Se necessario, le sostanze possono essere discolte im 
soiunone di NaCi allo 0,7% ed uuertate nel torace o nell'addome. 


Uso di controlli negativi e positiva 


È opportuno ncludere nell'esperimento controlli negsuvi (delsolvente) e pouon. Ove rurtana siano dispomibili* 
ippropnav dio stona. di controllo dei faborarono, non s0z0 necessari controlli concosutana, 
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Consceatrozioni 


È opportuno fare uno di tre cnzcentranori. Per una valutazione prelimunare può essere faro eso di una sola 
concentrancre della sostanza in esame, che può essere quella massima tollerata 0 quella che dà luogo sd una 
qualche indicarione di tosnatà. Per le sostanre non rosnche è opportuno adottare l'esposznone alla concentranone 
masuma prancabile. 


Procedimento 


Maschi di tipo selvanco (di erà da 3 a S giorn: vengoso trarman con la soranza in esame € 2tcoppizt 
individualmente con un nusnero maggiore di femmine vergini dello stock Muller-5 o di altro stock marcato n 
mansers appropnats (con cromosomi: X mulnpli nveruti). Le femaune vengono sostutuite con vergini fresche ogni 
due, tre worm così da coprue l'intero cirio delle cellule germunali. Sulla prole di derte femmine viene effertusta 
l'analisi degl effetti letali cormspondent agh effert sullo sperma maturo, sugli spermandi di stadio medio o 
avanzato, fugli spermatdi precon, sugli spermaociti è sugli spermatogoni 2) momento dei uattamento, 

Le feramane eterozigot F, degli incroa di cui sopra sono fette accoppiare individualmente (ossis in ragione di una 
femmina per bomglietta) con i loro fratelli. Nella generazione Fi n procede n: Gasscuna coltura all'analisi 
dell'assenza di maschi dei ripo selvanco. Se da una femmina F, appare essere derivata una coltura portante un letale 
nel cromosoma X dei gerutori (ossia se non 8 ciservano maschi con u cromosoma trattato) 1 devono mettere alla 
prova fighe di quella femmina con il medeumo genotipo per stabilire se la ietabtà n mpete nella generazione 
SUCCESSIVE, 


DATI 


I dati devono essere disposti in forma di tabelle con indicazione del numero dei cromosomi X saggian, del numero 
dei maschi non fertili e del numero dei cromosomi letali per mascuna concentrazione di esporzione e per cascun 
pentodo di xzoppiamento per i singoli maschi trattan: Deve essere nportarò per ciascun maschio il numero degli 
aggrega di dilfereno dimensioni. I nsultab-del ten devono essere conferman in un esperimento a paste. 


Perla vahaazione del saggio dei letali recessavi legati al sesso deve essere farto uso di metodi statista approprisa. 
L'aggiomerazione di letali. recessivi aventi ongine da un medemo maschio dev'essere considerata e valutata 
secondo chien staustia appropnad. 


3. RELAZIONE 


3.1. Relazione sal saggio 


Nella relazione sil sagpo devono figurare, se- possibile: 

— stock: stock o ceppi di Drosophila usau, età degli insero, aumero der maschi trastati, numero dei maschi stendi, 
numero di colture F, costituite, numero di colture Fi senza progenie, numero di cromosomi portano un letale 
individuati per ciascuno stadio delle cellule germunali, 


— criten per la definizione delle dimennon: der gruppi trartan, 


— condizion: di effertuazione del saggio: descrizione dettagliata dei programmi: di vamamento e di campionarusa, 
livelli di esposizione, daci della rosuatà, controlli negann (del solvente) e pounn, se del caso, 


— cnten per il nscoatro delle mutazioni letali, 
— relazione esposizione /effertò se del cas0, 

— valutanone stansica, 

— discursicoe de nsultan, 

— interpretazione de nsultan. 


3.2. Valutazione cd interpretazione 
Vedi introduzione generale, parte B. 


4 RIFERIMENTI 
Vedi inrroduzsone generale, parte B. 
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SAGGIO IN VITRO DI TRASFORMAZIONE DI CELLULE DI MAMBMIFE PO 
1. METODO 


11. Tntrocuiane 
Vedi introduzione generale, parte B. 


12. Defisizioni 
Vedi introduzione generale, parte B. 


13. Sostanze di riferimento 
Necmna. 
1.4. Principi del metodo di saggio 


Per la rilevazione di cambiamenti fenatipici in vitro indocti da sostanze chimiche sssocisne con une trasformazione 
maligna in vivo può essere farto uso di sistemi di coltura di cellule di mammifen. Fra le cellule più largamente usate 
figurano le cellule CIHIOTN,, 3T3, SHE, le cellule di ratto Fisher; i saggi si fondano su cambiamenti della 
morfologia cellulare, sulla formazione di foci e sulla perdita della dipendenza da ancoraggio in agar semisolido. 
Esistono anche altri sistemi meno largamente usati i quali mertono in luce altri tipi di cambiamenti fisiologici è 
morfologici nelle cellule successivamente all'esposizione a sostanze chimiche carainogene. Nessuno degli eventi 
finali dei test in vitro ha un legame mevranicistico accertato cos il cancro. Alcuni fra i saggi sono in grado di 
«evidenziare agenti promotori dei numori. La citorossicità può essere deserminata attraverso la misura dell'effetto | 
della sostanza in esame sulla capacità di formazione di colonie (efficienza di chonaggio) 0 sul tasso di crescita delle ‘ 
colture. La misurazione della citotossicità ha lo scopo di stabilire se l'esposizione alla sostanza in esame abbia avuto 
carsniere rilevante dal punto di vista tossicologico, ma non può essere usate per calcolare ls frequenza della 
trasformazione in tutti i seggi poiché alcuni di ess: possono comportare un'incibarone peofungsta e/9 va 
npiastramento delle cellule. 


1.5. Criteri qualitativi 
Nessuno. 


1.6. Descrizione dei metodo di saggio 


Preparazioni 

Cellule 

È disponibile runta ana varietà di linee cellulari o di cellule primarie, in relazione al saggio di trasformazione che si 
tende effermiare. Dl ricercatore deve accertare che nei sagpo che si sta effertoando ie cellule i 
espornone 2 carutogesi n00 l'appropriato cambiamento fencupeco, € che il saggio nel suo faborztonio sia ci 
provata e documentata validità e attendibilità. 


Terreni di colturs 
Devono essere vasti terreni di colnara e condizioni sperimentali appropnati per il saggpo di trasfrirmazione che si 
effetrua. 


Sostanza io esame 


Le sostanze un csame possono esscre preparate in mezz di colrura ovvero discolte 0 poste in sospensione in veicoli 
appropnan, pruna del tranamento delle cellule. La concentranone finale del vecio nei sisteme di colbira Ros 
deve influre sulla nitatità 0 sul tasso di cresata delle cellule né nuD'incodenia della trasformazione. 


Attivazione wetabolica 


Le cellule vanno esposte alla sosanzs in csame sis ua presenza che in assenze di un pstrma esagero di acrivazione 
metabolica de mammiferi. Aterasoramente, quando sia faro uso di vipi di cellule che possedono un'acuvità 
metabolica endogena deve cisere accertato che la natura dell'attività stessa na appropriata per le classe chimica 


socopoma all'esame. 
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| Condizioni Pi 
Uno di controlli positivi e negativi 


È opportuno includere in ciascun esperimento dei controlli pontivi, cno itnpiego ma di ua composto ad azione 
dirvita che di un composto nchiedente iruvanone metabolica; è altresi opportuno fare uso di un controllo cegsuvo 
{dei solvenae). 


Quali esempi di sostanze che 1: prestano ad essere usace come controlli pontivi si possono citare: 
— somanze ad arsone diretta: 
— etilmetansalfonaro, 
— $-propiolancae; 
— composs nchuadeno un’attivazione metabolica: 
— 2-acevlamnofivorne, 
— 4-dimetilamisoarzobenzene, 
— 7,12-dirseuibenzantrscene. 
Se del ces, è opportuno includere un controllo positivo, spplementere della medesima ciaise chissica del 
COMporD in esame. 


Toscentrazioni 


È oppornino usare vari: concentrazioni della sostanze in esame. Derte concentrazioni devono dar luogo sd un 
effetto tossico correlato con la concentrazione, nel senso che la concentrazione più elevata produce un livello 
ridorto & sopravvivenza, mentre alla concentrazione più bassa la sopravvivenza è approssimativamente dello 
ttesso ordine che nei controllo negativo. Le sostanze relativamente insolubili in acqua vanno saggrate fino al loro 
limite di solubilità secondo procedure appropriate. Per le sostanze nca tossiche altamente solubili in acque la 
tnocentranone massirtia dels tomtanza va deveriminata caso per caso. 


Procedimento 


L'esposizione delle cellule deve avere uns durata approprizts in relazione ai sistema di saggio adortato, e questo, 
quando l'esposizione è prolusgata, può comportare un ridosaggio con cambio del mezzo e, se necessario, 08 
muscela di aruvazione metabolica fresca. Le cellule non aventi un'attività metabolica endogena sufficionte vanso 
esposte alla sostanza in esame sca in presenza che in assenza di un sistema di attivazione metabolica appropristo. Al 
termune del periodo di esposizione le cellule vengono lavare da ogni traccia della sostanza in esame e coltivate in 
condizioni appropriate per la comparsa del fenotipo trasformato che n sta studiando, e viene infine determinata 
l'incidenza della trasformazione. Turti i nsuitav devono essere confermao in un esperimento dipendente. 


2. DATI 


{ diari vanno presentati in forma di tabella € partono assumere forme diverse a seconda del tipo di determinazione 
effermiato, ad esempio cumero di foci 0 di oclonie per piastre, piastre postive 0 numero delle cellule trasformate. 
La soprarmvenza vs espressa quale percentuale des livelli di coatrallo, e La frequenza dells trasformazione sorre 
forma def numero di trasformenti in relazione al numero dei soprarmissin. I dit devono essere valutari sscondo 


Metodi RaUSsho spproprun. 
LE FULLAZIONE 
3.1. Relazione sol raggio 


Nella relanoce sul saggio devono figurare, se possibile: 
— Spo di celhile usato, cumero delle colture cellulan, mecodi di manterumento delle colture, 


— coadizioni di effetruazione del saggio, concentrazione della sostanza 13 ciame, vescolo ussto, temperatura di 
incibanone, durata dell’incubanone, durata e frequenza del trattamento, densità delle cellule durance i 
trattamento, cpo di mstems di srtivazone metabolica csogena usato, controlli ponti e neganvi, 
specificazione dél fesonpo studiato, ustema selermro usato {me del caso), criten per ia scita delle dosi, 
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— metodo seguito per Pesumerazione delle cellule vitali e delle cellule trasformate, 
— walutazione statistica, 

— discussione dei risultati, 

— interpretanone dei risultati. 


32. Valutazione ed imterpretezione 
Vedi introduzione generale, parte B. 
4. RIFERIMENTI 
Vedi introduticoe gencrale, perte 8. 
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SAGGIO DEI LETALI DOMINANTI NEI ROTNTORI 


1. METODO 


LI. Introduzione 
Vedi wroduzsooe generale, perte B. 


1.2. Definizioni 
Vedi introduzione gencrak, parte B.. 


13. Sostanze di riferimento 
Nessuna. 
14. Principi del metodo di saggio 


Gli effetti dei letali dominanti provocano la morte dell'embrione o del fera. L'induzione di letali dominani per 
effetto dell'esposzione sd una somanza chimica indica che le sostanza in causs bs amaccaro il tessuto germinaie 
delli spene all'esame. È generalmente ammesso che i letali dominanti sono dovuti a un danno cromosomico 
(accomalie strutturali è numeriche). La morte dell'embrione in femmine trattate può altresì essere il risultsto di 
effeto vendi. 


Come criterio gencrale ti espongono animali maschi al composto in esame e si accoppiano i medesimi con femmine 
vergini non trattare. È diverni stadi delle cellule germinali possono essere saggiari sepasstamente mediante 
l'osservanza di intervalli in successione negli accoppiamenti. L'aumento degli impizati morti per femmina nel 
gruppo trariato 1 oafronto con gli impianti mort per femmina nei gruppo di controllo rispecchia la perdita 
succesuva all'impianto. La perdita antenare all'impianto può essere stmsta sulla base di conteggi dei corpi lutei 
oppure attraverso È raffrooto del totale degli impianti per femmina nel gruppo trattato e in quello di controllo. 
L'efferto letale domunante complessivo è rappiesenteto dalla somma della perdite ‘anteriore e sucecessiva 
all'impianto. © calcolo dell'effetto ietale dominante complessivo n basa sul raffronto tra gli impianti vivi per 
femmuna nei gruppo trattato e gli impianti vin per femmuna pei gruppo di controllo. Una riduzione del numero di 
Ampuno a determinati intervalli può essere i nsuitaro dell'ucmsone di cellule {vale a dire, di spermatocti e/o di 


tpertmagoni). 

1.5. Criseri qualitativi 
Nessuno. 

1.6. Descrizione del metodo di saggio 
Preparavon 


tn rutti i cas in cui GÒ sis possbile, le sostanze ua esame vanno discrolre a poste in sospensione in soluzione salina 
tsotveza. Le sostanze noa solubili in acqua possono essere discsolte 0 sospest in solventi appropriati. D solvente 
usato non deve né interfenre con la sostanza m esame né produrre effert tossa. È opportuno fare uso di 
preparazione fresche della acsranis uh esame. 


Condipom sperimentali 
Vie di sommidistrazione 


fl comporro un esame ve in generale somministrato una sola volta. Sulla base di informazioni tossicologiche può 
essere adonato un programma di rmattamento npetuto. Le ne di sommurisrazione coseno s0n0 Î'intubazione 
orale € l'imezione invapentaneale. Possono altresi essere appropriate altre ne di somministrazione. 


Animali da esperimento 


Quali pece da sottoporre al Lago sono raccomandati ram 0 1 topi. Animali sani nella prens manantà sessuale 
vengono randocuzzan ed essegnan al gruppo per il traramento e al gruppo di controllo. 
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Numerso t cessa 


Occorre fare uso di un aumero adeguato di maschi trartati im modo da aci. conta della vananone spontanes del 
carattere biologico di cui si efferrua La valutazione. Î cumero tcvito deve esere bsszto nulla senubitità di 
rilevazione e ul valore di agruficatività determinati in precedenza. Ad esempio, in us espenenento tipico, i cumero 
dei maschi per ciascuna gruppo/ dose deve essere safficionte per dare da 30 a SO feaimme gravide per ogni intervallo 
di accoppiamento, 


Uso di-controlli negativi e positivi 


È opportuno ia linea generale includere in ciascun cipensento dei cdotrolli simultane positivi e neganvi (del 
veicolo). Quiodo mano disponibili nsuhsti accettabili di controlli positivi relavivi ad esperimenti effettuati di 
recente nel medesimo laboratono, al posto di un controllo positivo rimultanco può essere fatto uso di derri 
foulii 


Le sostanze pet i coatrolli positivi vanno usate a dosi opportunamente basse (ed csempio MMS, ineraperitcacale, a 
10 mg/kg) allo scopo di dimostrare la sentibilità del saggio. 


Livelli delle dosi 


Di norma va fatto uso di tre livelli di dosaggio. La dose pri alta deve produrre segni di tossicità 0 di riduzione della 
fertilità pegli animali trareo. la taluni can può essere sufficiente un solo livello elevato di dosagpo. 


Saggio del limite 


Le sostanze non tossiche vanno saggiare a $'g/kg com uni sola somministrazione 0 è | g/kg/giorno con 
POMALDASITAZIONE FIPeEtvIta. 


Procedinento 


Soeo possitili vari schemi di trartamenco. © ipo di trattamento più largamente wsato è quello delle 
somimnaristranco? singola della somanza 10 csune. Possono essere spplicso anche altri schenn di crartamento. 


1 singoli maschi recgono scroppisù in sucreszione con uns 0 due femmine vergini non trattate ad intervalli 
ippropriao dopo il rarrameneo. Le femmine vanno lasciste so i maschi altneno per la durzts di un ciclo di estro 
fino a che na avvenuto l'axoppiamento, da determinare in base alla presenze di sperma nellt rapine 9 di un tappo 
vaginale. 


. B numero degli 20coppiameno sucossavi ai tramamento è determinato in base al programma di trartamento e deve 
essere tale che vengano esamunan dopo d vrartamento curti gii scadi delle cellule geraunali. 


Le femmine vengono sacnficate nelli seconda metà del periodo di gravidanza, e si procede all'esame del contenuto 
utenno per la determinanone del numero degli impianti mora e nventi. Si possono anche tsaminare le avase per 
determunare i numero de corpi: lute. 


2. DATI 


7 dari devono essere disposi mn forma di tabelle cop indicazione del numero del maschi, del aumero delle femmine 
gravide e del numero delle femmine 00 grande. f nsultan di cascus accoppiamento, com indicazione dell'idenntà 
de singoli soggero maschi € femmine, vanno nportaa individualmente. Per cascuna fammusa va indicata la 
semmana di accoppiamento, e per i maschi livello di dosaggro, nonché nspeto vamente le frequenze degli impuana 
vivi e degli unpiant mora. D calcolo dell'effetto complessivo letale domunante u basò sul raffronto fra gli impeano 
vivi per fermmana nel gruppo sottoposto 2l saggio € gli umpiano vivi per femmina nel gruppo di controllo. B rapporto 
tra gli impiano morn e quelà vin del gruppo twrartato posto 1 raffronto con il rapparto corrispondense del gruppo di 
controllo mene analizzato 2 fini dell'indicazione della perdita successiva all'impragro. 


Se i dan sos0 repsran come morti precca e morti tardire, cò deve risultare dalle tabelle. Se la perdita anterore 
all'anprantazione è somata, se deve essere daro ragguaglio. La perdita anteriore all'impianso può essere calcolate 
come discrepanza tra J aumeso der corpi lutei e il numero degli unpuann, ovvero come ndunone dei sumeo medio 
di impiano per utero w confronto con gli sccoppiament di controllo. 1 diu rengono valutati wrondo metodi 
SADSDO appropran. 
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3.1. Relazione smi saggio 

Nella relazione sul ttagio devoeo figurare, re posmbile: 

— spene, ceppo, età e peso degli animali usati, numero degli animali dell'uno e dell'altro sesso nei gruppa 
soctoposn si tigpio e ne gruppi di 

— sostanza in esame, sofvente, livelli di dosaggio saggiati e regioni della scelta delle dosi, controlli neganvi e 
postin, deci della tosatà, 

— na e durata dell'espocizione, 

— qsdine degli accoppiamenti, 

— metodo usati per stabilire Pervenuto accoppiamento, 

— metodo del secrificio, 

— crten pes l'analizi dei levati dominano, 

— telazione dose/rispesta, 1 del caso, 

— tilutazione stansrice, 

— discussone dei risultati, 

— ioterprecanone dei risultati. 


3.2. Vtlutaziose ed interpretazione 
Vedi introduzione generale, parte B. 
4. RIFERIMENTI 


Vedi introduzione generale, partz B. 
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ANALISI CITOCENE TICA DELLE CELLULE GERMINALI: MAMMIFERI 


1 METODO 


11. latrodszione 
Vedi introduzione generale, parte 8. 


12. Definizioni 
Vedi introduzione generale, parte B. 


3.3. Sostanze di riferimento 
Nessuna. 
1.4. Priacipi dd merodo di saggio 


Ml saggio dell'analisi citogenetica in vivo qui considerato permette di rilevare aberrazioni sarutrurali dei cromosomi 
negli spermatogoni. Esso consiste in un'analisi delle mitosi degli spermatogoni per aberrazioni di tipo romandico 
e di tipo cromosomico. 


D saggio fa uso di preparati di testicoli di mammiferi esposzi alle sostanze in esame per vie appropriate e sscrificati 
ad intervalli divern, Prima di essere sacnfican gli animali sono altresi crastati edo inibitori dei fuso quali la 
enlchicina in modo da far sorumulare cellule ad uno stadio della titosi di tipo metafssico (c-metafase). Si 
producono preparati cromosomici essicati all'aria, che vengono colocati ed analizzati al microscopio. 


Utili informazioni supplementari possono essere fornite dall'anelisi degli spermatocizi allo stadio di discinesi/ 
metafase | per formazioni arulzivaleno da sraslocazione dopo tamamento delle cellule starninali. * 


1.5. Criteri qualitativi 
Nessuno. 

1.6, Descrizione del ecrtodo di saggio 
Preparazione. 


Le sostanze in esame vengono discolte 1 soluzione salina isoronsca, Lt sostanze non solubili vengono disciolte a 
poste in sospenzone in ua solvente appropruro. Sì devono usare soluzione del compozo in csame preparate di 
fresco. Se n fa uso di un sotrente per facilitare al dosagpo; esso non deve interferire con la sostanza ua esame ot 
produrre efferi tossia. 


Vie di sommioi.trazione 

1 composn in esame vanno is genere sonmmistat uns s0Î3 volta. Sulla base di informazioni tossicologiche può 
essere adorato un programma di trattamento npetuto. Ù wattamento npetuto può turtavia essere applicato 
soltanto se i amposto ut rame nca presenta effetti ditotosuci oclla differenzianone degli spermatogoni. 


Le ne di sommuniszazione correno 1000 le ma orale e l'incuone intrapentoneale, Possono altresi cssere 
appropriate altre me di somministranone. 


Agimali da cipesimento 


È per to più farro uso di topi e di hartster canem. Può mraria cssere impiegate qualziazi akra specie di 
maminofen. 


Vengono volizzzh maschi scasvalmente maniri, che 1000 assegasti a 230 21 gruppi pur il rertamento ed zi gruppi 
di conrrallo. 


sue 
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Numero degli enimali 


Si devono usare almeno 5 maschi per ciascua gruppo traniato € ptr Gascua gruppo di coetrollo. 


Uno di controlli negativi e positivi 


lo lines ‘pencrale è opportuno inciudere in ciascun espenmento dei controlli simultanei poetin e negavvi {del 
solvente), 


Le sostanze peri controlli posibri venno usate in dose opportunamente bassa (ad esempio ls mitomiana C, 
untrapertoncale, e 0,3 ng/kg) in modo da dimostrare la sensibilità del taggo. 


Livelli di dose 


Si fa uso di una sola dose del comporto in esame, scegliendo # questo fine ls dose massuna tollerata ovvero quella 
che produce qualche indicazione di citotvematà. Se La dose iniziale uccide un gran numero di cellule, si deve usare 
una seconda dos: più bassa che present citorossicità. Nei casi is cui è necessario mabilire une relazione 
dose/ risposta, sono richieste almeno tre dosi (sd esempio per confermare uns nsposta posnva debole). Le 
soetanze n00 tossiche vanno taggiate alla dose praticabile più elevata sia per la somministrazione singola che per la 
SOMNSITUNASIT AZIONE MPCTuta. 


Procedimento 


Gli animali vengono in generale trattav con il composto in esame un'unica volte. Pes i gruppo con la dose più 
elevata sono usati tre intervalii di campiocamento dopo il trattamento. L'intervallo per i campionamento ccotrale 
€ di 24 ore. Poiché # composto in esame può influire sulla cinetica del ciclo cellulare; ui applicano un prumo 
mtervallo per is campicostura ed uno siccessivo adeguatamente spaziati in un la1so di tempo da 6 a 48 ore. Peri 
livelli di dosaggio suppiercentari i campioni vanno presi all'intervallo speoficamente sensibile ovvero, quando 
questo non ms noto, 24 ore dopo il trartamento. 


Nel caso di un programma di trarmamento riperuto, pudessere farto uso di dosaggi-riperuti, e in tal caso i campioni 
vanno pren da 6 a 24 ore dopo l'ulumo trartamento. Un singolo tempo di campionamento può essere usato sr 
pusuficato soentificamente. 


Preparazione del testicolo 


Per f'analizi della mitosi degli spermatagoni ti inierte agli animali per.vis intraperitonezie una dose adeguata di un 
uubitore del fuso come la colchiana. Gi anumali veagono por sacnfican ad us intervallo appropriato dopo i 
trattamento. Per itopi derto intervallo vara da } 8 5 ore, mentre per gli hamsies cinesi possono essere necessarie prù 
di $ ore. 


È fatto uso della tecnica di essiccazione ell'aris. Per specie diverse possovo rendersi necessarie modifiche del 
procedimento standard. Si ottengono sospensioni di cellule che vengono trartase con soluzone ipotonica e bssate.. 
Le cellule vengono stese su vetrini e colorare. 1 vetnni- vengono codificati prima dell'analisi microscupice. 


Analisi 


Per la ricerca delle aberrazioni surutturali dei cvmosomi si analizzano almeno 100 metafan mutonche largamente 
disperse con U numero completo di centromeri. in aggiunta 1 ciò si può determinare d rapporto fra le miton degli 
tpermatogoa: € fa pruna e la seconds metafase meionca in un campione complessivo di 100 cellule in divisione per 
asumale per mettere in fuor un crentuale efferra arorcassco. 


2. DATI 


I dati vengono presentsn in forma di tabelle. Pes ogru arumale tramaco e di controllo tutt i ner di aberrazioni 
vengono clencan separsuamente. È inciuza l'indicazione del numero totale di cellule anaitzzate e del numero totale 
di cellule sberranti pes gruppo. Vengono dite per tutt i parametn le medi € la denazione sandard. Si nporta 
infine u forma di tabelle 4 rapporto medio fre ls mitosi degli spertnarogon e la pruns € la seconda metafare 
MEOOCI per qascun gruppo trattato e cascun gruppo di mvatrolle. 1 dan vengono ralutat seccado metodi sansna 


appropnan. 
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1. RELAZIONE 


31. Relazione sul seggio 
Nella relanone nu saggio devono Ggurare, se possibile: 
— sproe e ceppo di animali maschi, età e peso degli animadi, 
—- numero di animali per ciascun gruppo trartato e cisscua gruppo di matrollo, 
-— condizione di effettuzzione del saggio, descrizione particolareggiata del trattamento, livelli di dosaggio, 
solvenn, inibitore del fuso usato, 
—— numero delle cellule analizzate per animale in cissoma gruppo, 
— npi e numero di aberrazioni separatamente per ciascua animale artato e ciasam animale di controllo, 
— valutazione gstistica, 
— discussione dei risultati, 
— uterprettuone dei risultati. 


3.2. Valutazione cd interpretazione 
Vedi introduzione generale, parte B. 


4. RIFERIMENTI 
Vedi introduzione generale, parte B. 


e Dn 
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SAGGIO DELLE MACCHIE (SPOT TEST): TON 


1.1. Istrodazico: 
Vedi introduzione generale, parte B. 


1.2. Defiarizioni 


1.3. Sostanze & riferunento 
Nessuna. 
1.4. Priacipi del metodo di saggio 


Quello qui considerato è un saggio in vivo nei topi, nel quale verigono esposti alle sostanze chimiche degli embrioni 
1 conso di sviluppo. Le cellule-bersaglio negli embrioni in corso di sviluppo sono i melanobiasti e i geni-bersaglio 
sono quelli che governano le pigmentazione del pelame dell'animale. Gli embrioni in corso di sviluppo sono 
eterongoo per uns sene di derti gens della colorazione del mantello. Una mutazione nell'allele dominante di un 
groe di questo ripo in uo melanobiasto, 0 la sua perdita {tramite diversa eventi genetici) ha come risultato 
l'espressione del fenocipo recessivo celle sue ceilule discendenti, costiruita da una macchia di colore cambiato nei 
mantello del topo nsultante. Si riporta quindi il numero della prole con dette macchie o murazioni, e se 0e raffronta 
la frequente cca quelle riscontreta nella prole nsultante de embrioni trantati soltanto oe il sotvente. D saggro delle 
macchie (Spor test) pe: top: rivela presunte mutazioni somanche. nelle cellule fetali. 


1.5. Criteri qualicarivi 
Nesumo. 

1.6. Descrizione del metodo di saggio 
Preparazione 


Quando cò è possibile, e tostanze in esame vengono disciolte o poste in sospensione in soluzione salina isotomes. 
Le sosianze noe solubili n acqua vengono disciolte 0 poste in sospeniione w solventi appropnan. B solvente ussto 
noa deve interferire con la sostanza in erme né produrre effera tone. È opportuno usare preparazioni fresche 
della sostanza ui esame 


Animali da esperimento 


Si socoppiano topa del ceppo T (nonagoua, 1/4; chinchilis, pink eye, c*p/c*p; brown, b/b; dilute, short ear, d 
seld x; piebald sportine, s/s}con 1) ceppo HT (pallid, nonagouo, brachypody, pa 3 bp/pa a bp; leaden fuzry, la 
fa fn fx; peari pe/pe) o cono CS? BL (nonsgovo, 2/8). Possono essere usso anche sin incroa appropnati, sd 
esempio fra NMRI (nonagoun; a/a; albino, c/c) e DBA {nonagoub, 2/2; brown, b/b; dilute d/d), a condizione 


che producano prole nocagoun. 


Numero e sesso 


Viene tranzto un numero di femmine gravide sufficiente per onenere ua numero appropmato: di prole 
soprarmivente per qascus livello di doraggio utsto. Le dimenzioni sppropnate del campione sono determinate dal 
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numero delle macchie osservare nea topi trariani e dalla scala dei deri di controllo. Ua risultsto negativoè accettabile 
soltanto quando si sano siscontran almeno 300 figii di femmune trantate con la dose più aka. 


Controlli positivi e segativi 

È opportuno che sano dispombili dari di controllo sumultana ottenuti 54 top: trartsti soltanto coa 3 solvente 
{controlli negaun). Eventuali dan sona di controllo del medessmo laboratono possono essere mes inzierne cre i 
dati di controllo nuovi ia modo da accrescere la serisbulità dei seggio, 1 condizione che essi siano omogenei, Se non 
n nieva alcune mutagensotà per la sostanza un csame, dovrebbero castre disponibili dati di matrollo positivo 
ottenut di recente nel medesimo laboratorio in seguito a ranamento ccà una sostanza della quale sono noci gli 
efferu di mutagenicità con questo saggio. 


Vie di somministrazione 

Le vie abituali di somministrazione sono l'intubazione orale e l'iniezione intraperitoneale delle femmine gravide. 
Nei cas in cui ciò possa essere appropriato, n fa uso anche del trattamento per inalazione o di altre vie di 
sommanistrazione. 


Livelli di dose 

Si fa uso di almeno due livelli di dose, con uno dei livelli che di luogo 1 segni di tosncità o ad una riduzione delle 
proporzioni della figliara. Per le sostanze noa tossiche è opportuno ricorrere all'esposizione alla dose massima 
prancabile. 


Procedimento 


Viene di norma praticato un unico trattamento nel giorno $, f 0 10 di gravidanza, contando come giorno 1 quello 
1 qui s: è osservato per Ls primu volta il tappo vaginale. Detti giorni comspondono a 7,25, 8,25 9,25 giorni dopo 
i concepimento. Possono essere praticati Gattament successivi nel corso di detti giorni. 


Analisi 

La prole viene codificata e nel periodo fra ure o quattro setnmane dopo la casata s1 effernza su di essa l'analizi delle 

macchie pigmentale. Si disunguono ue caregorie di macchie: 

2} macchie dianche a distanza fino a $ mm dalla linea ventrale mediani ve ti presume derivino dall'uccizione di 
cellule (WMVS), 

b) macchie gialle di tipo aguti, associate con le mammelle, gli organi goutali, le zone della gola, delle ascelle e 
‘dell'inguine e la parte mediana della fronte, che si presume derivino da difettoso differenziamiento (MD$), 

c) macchie pigmentare £- bianche distribuite in disordine su) manto, che si presume derivino da mutazioni 
somatiche (RS). 

Devorno sssere siservare cure e tre le coregone, ma ha rilevanza gencnc: soltanto l'ultima, RS. Eventuali problemi 

per quel che riguarda la disanzione fra MDS e RS possono essere niscio mediante cucroscopis ficarescente di peli 

pres come campione. 

Va presa notz di rridenti ancenziie avorfologiche grossclane della prole. 


2. DATI 


1 dan vengono presentati sorto forma del numero totale dei discendenti esaminan e del numero dei discendenti che 
hanno una 0 più macchie di mutazione somanca presunta. { dan relabni 21 crartament ed 2) controllo argativo 
rengono posi a riffrou:o seccndo metodi stsusna appropriza. 1 dan sono anche presentzo so base per 


prols. 
1. RELAZIONE 
3.1. Relazione sul saggio 


Nella relazione sui siggio devono figurare, se porubilc: 
— cepp: san cell'incrocio, 
— tumero di femmice grande an gruppi trattati e Da gruppi di controllo, 


— dimension medie delle figliate aci gruppi tratta ed m quelli di controllo alla nascita ed allo sverza 
mento, 


— livelli di dose della sostanza in esame, 


— solvente usato, 
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— gparno di gravidanza a) quale è rato prsncsto il tramamento, 

— ne di tomisistrazione del trattamento, 

— numero complessivo dei discendenti esaminan, e numero dei discendenti con WMVS, MDS e RS nei gruppi 
tramzn e m quelli di qncrallo, 

— anomale marfologiché grossalane, 

— relatione dosefrisposre di RS quando cò sir potubile, 

— valutazione rausacI, 

— discussione dei risultati, 

— snrerpretazione de risulteti. 


3.2. Valutazione ad interpretazione 

Vedi introduzione generale, parte B. 
4. RIFERIMENTI 

Vedi introduzione generale, parte B. . 
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TRASLOCAZIONI EREDITABILI: TOPO 


1. METODO 


1.3. fawroduzione 
Vedi ntoduzione gencrake, parte B. 


1.2. Definizioni 
Vedi introduzione generale, parte B. 


13. Sostsaze di riferimcato 
Nessuna. 
1,4. Principi del metodo di saggio 


D sagpo delle traslocazioni ereditsbili ne) topo rivela cambiamenti serurturali e numerici dei cromosomi nelle 
celule germanali di mamrtufeni quali sovo recsperate nella progenie della prima generazione. i tipi di mutazioni 
cromosomiche sono delle rrasfocazioni reciproche e, se è compresa progense femminile, La perdita del cromo» 
soma X. Î poriatori di crasiocazione e le femmine XÒ presentano fertilità ridotta e di cò è farto oso per la selezione 
di progetue Fi per l'analisi ctogmerica. Taluni tipi di traslacazioni (autosoma-X € tipo c-1} provocano scerilità 
completa. Le traslocazioni sovo atogenencamente osservabili in cellule eneioviche alla diacinesi della mexafase i di 
undindu di sesso maschile, che sono 0 maschi F, 0 figli di femmine Fi. Le femtiine XO sono idennificate 
ctogernencamente dalla presenza di 39 cromosomi soltanto nelle mitoti del midollo oueo. 


1.5. Criteri qualitativi 
Nessuno. 

1.6, Descrizione del setodo di saggio 
Preparazioni 


Le sostanze chimiche io same reagono discolte in solunone saline isoronica. Sc insolubili esse vengono disciolte 0 
poste in sospensione ta solventi approprsn, È farro uso di soluzioni della sostanza n esame preparate di 
fresco. 


Se fi fa uso di un solvente per facilitare il dosaggio, esso non deve interferire con Y comporto in esame né dar luogo 
2d effetti tomo. 


Vie di somministrazione 


Le ne di somministrazione sono solitamente l'intubazione orale o Piniezione ntrapentoncale. Possono essere 
appropriate alur ne d sommunistrazncor. 


Abimaii da esperimento 


Pes la faalità della nprodunone e della venfica atplopca. gli espenmenti in quesone vengono effettuati pui topi. 
Non è necessano ala: ceppo di topi sprafico. Turtana, cell'efferruazione di prove nguardano la fernlità è 
opportuno che le dimennon: medie della figliata del ceppo ussio sano di prù di è seonan e siano inclue 
relavvamente costano. Sono ussth animali sani sesmalmente maturi. 


Numero di animali 


fi oumero degli amati accorreso dipende dalla frequenza delle traslocazioni spontanee, e da) tasso minimo di 
indubone decessano per us rsaltato pouuro. fi saggio n effertza sormalmente mediante anali della progense 

maschile F.. È opportuno erummare atimrpo 500 capi di progenie masciule F, per, asscua gruppo/ dose. Se si 
include progense femminile F,, occorrano 300 mischi e 300 femmine. 
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Uso di coattolli negativi e pasricici 


Dovrebbero essere disponibili dati adeguati di opetreflo, desivev da coatrofli simultanei 0 storici. Quilici nano 
disponibili dati scorrtabili di ccatrofio possovo di espetunenn cnndorn di recente nello stesso laborztono, questi 
nisultati possono estere vsazi in luogo del costrollo positive nimultanco. 


Livelli di dose 


Si sperimenta un solo livellu di dcse, pssa solitamente la dose più alt assoniata cos la srodurione dei misura effe 
tossai, tas senza che sta influerts19 Ù comportamento norodurnzc o la soprsvavenzo, For stabilire tna relazione 
doae/ risposta sono necessane dite dosi suppiementan più basso. Per Lt sostante nou tossiche è opportuno adore 
un'esposizione alla dose massuna prabrabile. 


Procedimento 
Trattsniento e £ccappiamenio 


Sono pars. bili due schemi di uztiamenio. Nello schema più largamenee usato è arericata un'unica somministra 
none della soctanza in esame. Si può tuttavia procedere anche all'ippilicrzione delia sostanra in esame 7 giorni per 
settimana pes 35 giorni. D numero degli soroppiamenti successivi al vrattamento è determunsto dal programme di 
trartamento adottato, e deve essere stabilito ia modo che siano considerati tutti gli sesdi delle celtule germinali 
trattate. Al cermine del periodo di accoppiamerto, le femmine vengono traute in gabbie individuali. Quando le 
femmine partoriscono, si prende nota della deta, del numero e del sesso della progenie. Tutte la progenie maschile 
viene Svezlate, MENDY tutta la 'progezze ferzuunile mene scartata, salvo nel caso che ls si inciude nell'espere 
mento. 


Controllo della eterozigosi di traslocazione 


È praticato l'uno 0 l'altro di due metodi possibili: 

— analisi della fertilità della progenie Fi e succesuve venfica degli eventuzli portatori di traslacazione mediante 
analisi atogencica; 

— analisi citogenerica di turca la progerye maschile Fi sense selezione preliminare mediante analisi della 
fervilità. 


4) Analisi della fervlità 


La dirrinumone della fertilità di un uedinidue F, può essere stabilita arrravorso l'osservazione delle dindensioni della 
Bglista e/o dell'analin del contenuto usenno delle femmine accoppiate. 


Devono essere stabiliti dei onteri specifici per la determinazine della fertilità normale e della fertilità diminuita nei 
ceppo di topi usato. 

Osservazione dell'entità delle figliate: i maschi Fi da sortoporre al saggio vengono post ib gabbia individualmente 
con femmine del medesimo esperimento 0 della colonia. Le gabbie vengono ispezionate giornalmente a partire da 
18 giorni dope l'accoppiamento. Viene presa nota alla nascita dell'enntà della figliata e del sesso dalla progenie F; e 
le figliate vengono successivamente scartate. Se zi sottopone al saggio la progense femminile F., ti tiene la progeme 
Fi di piccole figliate per up'alteriore sperumentazione. Le porttna femmine di trasiocarioni sono verificate 
ovediante analisi citogenetca di una trasfocazione in uno qualnasi da loro discendeno maschi. Le femmine XO si 
nconoscono dal cambiamento del rapporto fra i sessi nella loro progeni (maschi/femmine da 1:1 3 1:2). in un 
procedimento in serie si escludono gii soimati F, cormali da spenmentazioni ultenon se la prauma figliaza F; 
faggunge o supera un valore normale predeterminato, altrumena w osserva una seconde o una verza figliata Fi. Ch 
anumali-F, che soa possono essere classafican come normali dopo l'osservazione di un aumero di figlisce F, fino a 
tre vengono s2gg:30 ultenormente mediante l'analisi dei contenuto utero delle femmune con essi accoppiate, 
Oppure sorto direttamente sottoposti all'analisi citogenetca. 

Analiz del contenuto uterino: la diminuzione dell'enatà delle figliare nei portaron di trasfocazioniè dovuta i iso: 
dell'embrone, e di conseguenzi un numero elevano di impiano mort è indicativo della presenta di una 
trasfocazione cell'anumale all'esame. | maschi F, ds sottoporre 2) sagpro vengono accoppirt con due, tre fenmune 
Gascuno, È concepimento viene determmaro mediante sperone garnahera per osservazione di tappi vaginali tre 
le 8 e le 10 antimendiane. Le femmine vengono ucase da 14 a 16 giorni dopo e nese presa now degli imprano ss 
vivi che morti na loro uten. 


b) Analisi Giogenetca | 

Si allesnscono preperani di tesncoli con la necnica dell'essiccazione ia ans. | portaton di trasioczi:na: sono 
idenaficati 10 base alla presenta di confiparationi tnultrvaleno alls disanes di uretafam | degli strrsuteoa 
prman: L'osservazione di almeno due ceiluie ona associazione mulbvalente cosiruisce la prova occorrente che 
l'animale sottoposto 2) saggsò è ua portatore di traslocanone. 
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Se ace ti è proctduro ad alrins selezione nell'allevamento, 1000 cseminati citogenericamente notti i maschi P.. 
Deve essere riscontrsto al microscopio un minimo di 25 diacincn metafazi | per messhio, Pir i maschi Fi con 
Ria egizia coni iena apogeo ie dalai 
l'esame delle metafssi mnstotiche, degli spermatogoni è del midollo creo. La presenza di una cromosoma 
insolitamente lungo e/0 cueto in ognuna & 10 cellule è il segno di una trasfocazione particolare sterile del maschio 
(bpo c-1), Talune trasocanoni di autosoma X che provocano le sterilità del maschio possono essere identificase 
soltanto raggruppando l'analisi dei cromosomi uutdaci. La presenza di 39 cromosomi sella totalità di 10 micosi è È 
segno di una condizione di XO ia una fernmina. 


è. DATI 
1 dsti sono presentati ia forma di tabelle. Sono riportati entità media delle figliare e il rapporto fra i semi dagli - 
accopputcna de genitori alla nascita e allo svezzamento per ciascun intervallo di accoppiamemo. 


Per la valutazione della fertilità degli anunati F, sono presentate le entità medie delle figliste di tutti Li 
accoppiameno cormali e Le encità delle figliate singole dei portatori di traslocazioni F.. Per Fanaliti dei contenuto 
urenno è dato ragguaglio del numero medio degli impianti rivi e avorti degli accoppiamenti sormali e del numero 
indiniduale degli impianti vivi e mort per ciascun accoppiamento di portatori di traslocazione F,. 


Per l'analisi citogenerica della diacinezi metafase Î sono elencati per ciascun portatore di trasiocazione il sumero di 
Dpi di configuranori muftivalenti ed ii numero tocale delle ceitule. 

Pes gli individui F, stenli sono riporcani ii sumero totale degli accoppiamenti e la durate del periodo di 
accoppiamento. Sono forniti i pesi dei testicoli e dertagli delle analisi citogeneriche. 

Per le femmine XO sono riportati l'entità media delle figliate, i} rapporto tra i sessi della progenie Fi e i risultati 
dell'analisi atogenenca. 

Se possibile i portatori di rastorazioni vengono preselezionen per mezzo di analisi della fertilità; le tabelle devono 
un tal caso recare l'indicazione del numero di soggetti così selezionati che sono risultati eteruzigov di raslocazione 
coufemau. 

Sono parimenn nportati i davi dei controlli negaavi € degli ciperimenti di controllo positivo. 


3. RELAZIONE 


3.1, Relazione sul seggio | 

Nella relazione sul saggio devono figurare, se possibile: 

— ceppo dei top., crà degli animali pesi degli animali crattazi, 

— numero di animali genitori dell'uno e dell'altro sesso nei gruppi sortopomi al saggio € nei gruppi di 
controllo, 

— ‘vedizioni di effettuazione del saggio. descnzione particolareggiata del trattamento, livelli di dossggio, 
solvenn, programmi di accoppiamento, 

— sumero e sesso dei piccoli cati per femmina, numero e sesso dei piccoli allevati per l'analiti della 
traslocazione, 

— rempo e cnieri dell'anziir della crasfocazione, 

— cumero e descrinone parcicolareggiata dei portatori di trailocazioni ivi compresi i dani riguardand la 
procreazione e 1 dsti sul contenuto uterino, se del caso, 

— procedimena citogenenci e dertagli delle analiz macroscopiche, di preferenza coa illustrazioni, 

— valutazione stausica, 

— discusuone da nsultaa, 

— interpeciazione do naultavi. 


3.2. Valutazione cd interprerizione 
Vedi wtrodunove generale, parte B. 


4. RIFERIMENTI 
Vedi ntroduncoe generale, parte B. 
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PARTE C: METODI PER LA DETERMINAZIONE DELLA ECOTOSSICITÀ 
INTRODUZIONE GENERALE: PARTE C 


Ianetodi di prova di seguito descritto servono alla deerminazione di alcune propactà erotossciopcee mumerate 
nell'allegato VII della direttiva 79/831/CEE. (i nobficatore deve tener presente che i metodi per la 
determinamone delle segueno proprietà prenste al livello 1 dell'allegato VII non sono wcium nel testo: 

— studio di tossicità prolungata milla Daphois magne, 

— prova n: uns pianta Ripertore, 

— studio di tossicità profungate su un pesci, 

— prova di sccumulznone in ana specie. 

Quando oppornuni metodi di prove per la determinazione di queste proprietà stranno ultiman, saranno pubblicati 
sotto forma di un uiteriore adeguamento 2) progresso tecnico. Nel fratrempo il porificarare deve applicare metodi 
opportuni, inueruazionalmente ricooctasti, che devono tisese spenfican all'seurontà competente. 
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SAGGIO Di INIBIZIONE DELLA CRESCITA ALGALE 


METODO 


fntrodazione 


D perente diGpO Ba lo ope di Seserananie lrn) D GE iena Ple iaia di ie soroe dla vob 
urucelluian. 


Saggi relativamente brevi consentono di valutare gli efferri m) diverse generazioni, Questo tnctodo può essere 
adarto per vane specie di alghe unicellulari, nei qual caso i metodo seguito deve essere descritto nella 
relazione. 


1) presente metodo si applica scpramurro s sostanze idrosolubili che, nelle condizioni sperimentali del saggia, 
banco tendentà a restare nella fase acquosa. 


Per sostanze coo limitata solubilità nel me:zo volitza:o per il saggio, non è a volte possibile determinare 
quanutanvamente la EC, (vedi, più avano, le definizioni). 


Daetodo può essere usato per quelle sostanze che son interferiscono direttamente con la misurazione della crescita 
delle alghe. 


Per l'esecuzione del s1gg70 potrebbero essere utili le seguenti informazioni: 

— rirosolubilità, 

— tenzione di vapore, 

— formula di struttura, 

— ipado di purezza della sostanza, 

— stabilità chinmca in acqua ed alla luce, 

— metodi di analisi per le determinazione quantitative dells sostanza in acqua, 
— valore dei pK,, 

— coefficiente di ripartizione n-ottanclo/ acqua, 

— risultati di un saggio di rapida biodegradabilità. 


Definizioni e gaità 
Concentrazione cellulare: d numero di cellule par mi. 

Cresata: l'incremento della concentrazione cellulare nel periodo del sigg. 
Velocità di crescita: l'incremento della concentrazione cellulare per unità di umpo. 


E Cu: 15 questo metodo, la concentranone di sostanza un esame che produce un abbassrarcaro del 50% della 
ansate 0 della vzlootà di crescita rispetto al controllo. 


NOEC [concentrazione prova di effetti osservati): in questo inetodo, la più elevata concentrazione seggiata alla 
quale i) parametroli) misuiatoli) non mostraf no), alcuna ubdizione ugruficanta delle resota, nsperto a valori del 
couvollo. 


Sostanze di riferimento 

Per emdenziare eventuali condizioni di saggio non soddizfarent wi può saggiare, come merzo, uns sostanza di 
riferimento. In tal caso s nsuktan andrebbero nporizo nella reazione. Come sontanza di nfenzento m può usare d 
dicrannato di potasno. 


Colrare di selezionate 2Ighe verdi, cella fase di crescita esponenziske, vengono espogre a diverse concentranom 


della sostanza in esanse per un periodo di teripo corrupondente a vare generanoni ed m condinoni ben definne. Si 
deterinana quindi l'inibinone della atsota neperto sd ans colrira di controllo durante un penodo stabilito. 
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1.5. Criteri di qualità 

1.5.1. Condizioni per ls validità del saggio 
Le concentrazione cellulare celle colture di coscrallo dorrebbe subire, encro tre gorn:, ua incremento di un fattori 
von inferiore a 16. 
La scomparse delle sostanze in esame dall'acqua, per trasferimento nella biomassa, non wvalide necestanamente il 
sagpo. 

1.6, Procedimento 

1.6.1. Preparazione 

1.6.1.1. Attrezzatura e materiali 


— Normale attrezzatura da laboratono. 

— Brute da saggio di deterttanato volume {per esempio, .st ii volume delle soluzione in esume è di 100 mi, sono 
adarte beute da 250 mi). 

— Attrezzarure per colture: armadio 0 camera 10 cui sia possibile mantenere uns teroperatura compresa fra 21 e 
25 *C, costante entro + 2°C e che sis illuminata in modo uniforme e continuo nella regione spettrale 
compressa fra 400 e 700 nm. (si raccomanda un flusso quantico compreso estro + 20% di 0,72 x 10° 
fotonifm? s. Questo flusso quantico è pari a 120 pE/urîs e può essere ortenuto con comuni lampsde 
fiuorescenti del tipo bianco (luce-temperature di circa 4 200 K} che producono circa 8 000 tux tnisurati coe us 


collettore sferico), 
— Apparecchiatura per deverminare le concentrazioni cellulari (por esempio, coatatore elertronico di particelle, 
mucroscogio con camera di ovategpo, uonmerro, -spertrofotometro, colorimetro). 


Nota: Quando si usa uno spertrofotometro, per effettuare misure attendibili a basse concentrazioni cellulari, 
QU di Diiaià pagare GNESO Gue casino orde di di A dî 


1.6.1.2. Soluzione di coltura per ie alghe 

Si raccomandano le seguenti soluzioni: 

NH.C: 15 mg/l 
Mgl1,.6H;0: 12 mg/ì 
Ca03.2Hx0: 18. mg/l 
MgS0,.7H;0: 1$ mg/ì 
KH:PO. 1,6 mg/i 
FeQ,.6H,0: 0,08 mg/l 
Na;EDTA.2H;0: 0,1 mg/l 
H,B0,: 0,185 mgii 
MoCl,.4H,0: 0.415 mg/l 
ZaCh: 3x 10° mg/l 
CoCll..6H,0: 1,$ x 10° mg/l 
Cul13.2H,0: 104 tagli 
Ne;M00,.2H,0: 7 x 105 mg/l 
NaHiCO): 50 mg/) 


Raggiuato l'equilibrio coa l'aria, tale soluzione ha ua pi di circa 8. 
La raccomandazione precedente non escluse l'impiego di alure soluzione è condizione, comunque, che siano 
nspettab : seguent limiti per 1 component essennali: 


»: « 0,7? mgil 
N: < 10 mg/l 
sosanze chelant: « 10? mmalli 
durezza (Ca + Mg): < 0,6 mmnol/l 


Le soluzioni raccomandate e quelle nportste i bibliografia, punto 1), nspondono 2 questi requun. 


1.6.1.3, Organismi per l'esperimento 
Selezione delle specie 
Si consiglia di usare una spene di alghe verdi a rapido sccresamento adatta alla coltura e a: saggi. Si ritengoco 
idonee le seguenn spene: 
— Selcnastrum capricornutum ATCC 22662; 
— Scenedesmus subrpicanz 86.81 SAG; 
— (iiorelte vulgans CCAP 211/11b. 
Se 1 usano altre spece, te ne dovrebbe nportare è ceppo di appartencnia. 
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1.6.1.4, Programmazione dei saggio 
Concentranone af'ulare iniziale 
Si raccomanda che le concentrazione cellulare iniziale nelle colture per il saggio sia di circa 10* cellule/ual per 
Selenastrum capncornutuni e Scenedesmui subapicanis. Se ui impiegano altre spece, la diormazia dovrebbe essere 
smule, 


«Concentrazioni della sostanza in esame 

L'intervallo di concentranoca: is an possono venbicari effetti tossici, viene determinato in base ai risultati dei saggi. 
onentanvni. Per i saggio si dovrebbero scegliere almeno cinque concentrazioni distribuite cna progressione 
grometnca. La concentrazione più bassa saggista noe dovrebbe provocare efferu sull’accrescimento delle alghe. La 
più alta Concentrazione taggpats domrebbe mibire l'accrescimento di almeno il 50% fisperto si controllo e, di 
preferenza, arrestarlo ci 


Repliche e controlli 

La programmazione del saggio dovrebbe prevedere preferibilmente ue prove per ciascuna concentrazione in esame 
€, dezimente, un susero doppio di controlli. Se La programenazione del saggio è giurrificata la si può modificare 
aumentando il numero di concentrazioni e riducendo il sumero di sepliche per concentrazione. 

Sc si usa un solvente per sciogliere la sostanza in esame, la programmazione del saggio davrebbe includere dei 
controlli supplementari contenenti 1 solvente alle più alte concentrazioni fra quelle impiegate nelle cuivure 
sagrato. 


1.6.2. Esecuzione dei saggio 


Questo paragrafo conviene le istruzioni per l'esecuzione del saggio di sostanze facimente solubili, scarsansente 
solubili nonché di sostanze volatili. 


1.6.2.1. Saggio per sostanze facilmente solubili in acqua 

Le colrare per il saggio, contenenti le concrazrazioni stabilite della sostanza da esaminare e le quantità fissate 

dell'inoculo di alghe, si preparano per diluizione di aliquote delle soluzioni madri della sostanza in came e della 

sospensione di alghe; per le diluizioni s utilizza il Gitrsto della soluzione di coltura delle alghe (1.6.1.2). 

$i agitano le beute di coinura e si collocano sell'apparecchiatara di coltura. Durante il saggio è vecrsaario 

mantenere le alghe in sospennoce e facilitare l'eliminazione di CO. A tal fine si può usare un sistema a 

scuonmento, aptanone 0 areazione. Le colture dovrebbero essere mantenute ad una temperatura compresa fra- 

It e 25 °C, motrollata cell'intervallo di + 2°C. 

princi prigione ai PERA 48 e 72 ore dall'inizio del saggio. Per 
la determinazione del fondo quando si osano contatori di particelle, e per il bianco, quando si impicgano. 

sperzfofotometri, si veilizza il filtrato della soluzione di colrara delle alghe (1.6.1.2). 

La tniparazione del pH si effettua all'inizio del saggio € dopo 72 ore. Normalmente, durante i) saggio, il pit delle 

soluzioni non dovrebbe variare più di una unità di pH 

1.6.2.2. Saggio di sostanze con scarsi solubilità in 1cqua 

Quando la solubilità della somanza da esaminare È dell'ordine di grandezza della più elevata concentrazione 

wpiegiza nel saggio, per preparare Le sohizoni da esaminare sono pevessarie sclianio piccole modifiche al 

procedimento precedente. Come solunoue tadre della sostanza in esame i può usare una soluzione satura. Un 

altro accorgimento consiste cello sciogliere sella soluzione di coltura la sostanza n esame alla concentrazione 

voluta, pruna dell'introduzione della sospensione di alghe. 

Le soluzioni madri delle sostanze scarsamente solubili in àcqua possono esere preparate per dispertione mezadica 

0 con l'impiego di «veicoli» è scarsa totacità per le alghe come: solventi orgama, cmulsionano 0 disperdesa. 

Quando n unpiega un «veicolo» la sua cvocentrazione non dovrebbe sperare 1 100.mg/le, nelle prograsimazione 

del saggpo, vanze prerist controlli aspplerventari per quelle soluzioni per le quali il veicolo è sddizionato alla più 

zita concentrazione presente nelle soluzione da esaminare. 


1.6.2.1. Sagg:0 per sostanze volatili 
A tun'oggi non esure alcun metodo di tiggro, che ua generalmente accettato, pet saggpase sostanze volanii. Se è 
noto che una.sostanza bs tendenza ad craporare, 31 possono impiegare beute chiuse con screauro sparo di 
muta. 
Sono state proposte delle vanano a questo metodo [vedi bibliografia, punto 1)). Si dovrebbe cercare di determinare 
la quanttà di sostanza che resta ut soluzione € porte Ja massima cautela nell'interpretazione do nato de saggi 
effettuan con sostanze volatili n ustem: chiusi. 


2. DATI È VALUTAZIONE 


Le concentrazioni cellulari misurate nelle colture per i saggio € nei controlli vengono raccolte in uni tabella assieme 
alle concentrazioni della sostanza in esame ed n tempi di susurazione. Per traccare le carre di cresota si nporta in 
un grafico valore medio'della concentrazione cellulare per ogni concentrazione della sostanzs esamunsta € per i 
controlli in funzione del tempo. 


Per determinare la relazione coocentranone/ effento della sostanza in'esame s dovrebbero usare 1 due procedimenti 
che seguono. 
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21; Confrosw delle aret spero le curve di crescita 
L'arca 45 d sorto delle curve di cresate può essere calcoleta con la formula seguente: 


As da zue SITO x (tg-t}) + SASSO, (ta = ta1) 
dove: 
A = aree 


Nos oumero nominale di cellule/m) al tempo ty 

N, =  tumero misurato di cellule/mi ai tempo t,, 

N, cumero misurato di ctilule/mi al tempo t,, 

t; = tempo della prima determinazione dopo l'inizio del saggio 

t, * tempo dell'ennesima deterimnazione dopo Finizio del sagpo 

L'inibizione percentuale della crescita delle cellule per ogni concentrazione della sostanza in esame (1,} è calcolata 
come differenza fra l'arca sottostante la curra di crescita dei controllo (A.) € quella sortosante la curva di cresaita 
corrissondente a ciascuna ccncentrazione della sosranza in esame (A,}: 


A x 100 


Le 


Si riportano i valori di E, ws carta semilogarirmica 0 ni carte semilogarimmica probi: in frunzione delle 
concentrazioni comspondent. Se i punt graficani, osservia sd occhio nudo, sono allinesti secondo una setta, di 
traccia la resta oppure se sì può assumere una distribuzione log-normale dei valori si treccia le retta di regresmone 
lineare, 
Un valore di EC,e su ricava all'intersezione della rette (di regressione) coo la parillela ail'ascissa wraccista per 
I, = 50%. Per indicare senza ambiguità che tale. valore è staro determinato con questo emetodo di calcolo si 
propone Puso del simbolo EyC;e. In relazione a questo metodo che prescrive musurazioni 24, 48€ 72 ore, il simbolo 
* diventa E,C,3(0-72 h}. Altn valon di EC, ad esempio EyC.e; possono anche essere ottenuti dal grafico [y'«vernzse 
loganuma della concentrazione. 


2.2. Contruem delle relocità di scrrescimento 
La velocità di crescita speafica media (©) per colture sd accrescimento esponenziale può essere calcolata 
come 
ni lan, -laN 


bet 

In alternativa si può ricavare la velocità di crescita specifica media dalla pendenza della rerta di regressione di un 
diagramma che nporta in N in funzione del tempo. 

Per ciascuna concentrazione della sostanza un esame, si tracuas i grafico della nduzione percentuale della velocità di 
crescita spenfica media risperto al valore del controllo, is funnone del logantmo delli concentrazione. Da questo 
grafico n può leggere la foro EC. Per indicare esplicitamente le EC, acavata con questo metodo, ti propone l'uso 
de simbolo E,Cs. Vanno indicati i tempi di misuranone, per esempio se il valore m riferisce a tempi di 
ciservazione a 24 e 48 ore, il simbolo diventa E,Ca (24 48h). 


Nota: La velocità di crescita specifica è una grandezza logantmica e, a piccole variazioni di questa possono 
comspondere elevate variazioni della biomassa. I valon di E,C ed E,C non sono prrciò confrontabili 


DUMETICALMENTE. 


3. RELAZIONE 
Nella relanone sul saggio devono figurare, se possibile: 
— Sostanza in came: dan di rdenuficanione chumica. 
— Organismi per il seggio: ongoe, colrare di laborarono, numero del ceppo, metodo di coltura. 
— Condizioni del saggio: 
— data di vuzio e fine del uaggio € sua durata; 
-— temperatura; 
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— componzone del mezzo; 

+— apparecchiatura per la coltivazione; 

— pH delie soluzioni all'inizio ed alla fikie della prova (se si è osservata una deviazione del pH superiore 
all'unstà se ne dovrebbe fornire una spicganone) 

— vescoloe metodo usati per solubilizzare la sostanza in esame e concentrazione del veicolo nelle soluzioni pet 


la prova; 

— ienstà € qualità della nce; 

« CONCERIFADONRI saggiate (misurate 0 nommali). 

— Risultan: 

— concentranone cellulare per cacuna beuta a ogni puato di misurazione € metodo di misura della 
concentrazione cellulare; 

— valori medi delle concentrazioni cellulan; 

— curve di cresota; 

— rappresentazione grafica della relazione concentrazione /effenro; 

— valor della EC e metodo di calcolo; 

— NOEG; 

— alm effetti osservati. 


4. BIBLIOGRAFIA 
(1) OCSE, Pang 1981, Linea grade 201, decisione C(81) 30 def. del Conuglio, 


{2) Umweltbundesamr, Berlino 1984, Verfahrensvorschlag «Hemmung der Zelivermehrung bei der Grinalge 
Scrnedesmus subapicatusa, in: Rudolpb/ Boxe: Okosoritolone, ecomed, Landsberg, 1986. 
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Appendice 


ESEMPIO DI PROCEDIMENTO PER LA COLTURA DELLE ALGHE 


0 vi b 
Scopo della coltura effettuata con ii seguente procedimento è ottenere colture di alghe per sagg di tossotà. 


Si dovrebbero impitgare metodi idonei a garannre che ie colture di algie non sana contaminare da bamten 
ISO 4833). È perfenbue usare colture aneniche ma è essenziale che esse stano comnure da una sola specie di 


alghe. 
Tutte le operanoni andrebbero effertuate un condizioni stenti per emtare contaminazioni da bacten o da alue 
ghe. 


Attrezzatura € materiali 
Vedere il paragrafo 1.6.1: Preparanoni ed Grgasusmi per il siggoo. 


Procedimenti per realizzare le colture di alghe 


Preparazione delle soluzom nutrire (merz) 


Tutm i sali nurntivi del mezzo vengono preparati sottoforma di sofutoni conorntrate mad e conservate al buio e al 
freddo. La loro ssenlizzazione è efferrusta per filtrazione 0 in autoclave. 


Si prepara il mexzo eddizionando l'esatta quantità di soluzione medie sd acqua disullats sterile, avendo cura di 
emtare le inferi. Per ottenere mezzi solidi si aggiunge lo 0,8 % di agar. 


Coltura madre 


Le colnire madri sono piccole colmare di alghe regolarmente trasferite aci mezzo fresco per cssere uulizzate come 
matenale di partenza per il saggio. Se le colrure non sono impiegare con regolanta, esse vengono semunate 
provette di agar a becco di cianno. Queste vengono vasfente pel mezzo fresco almeno una volta ogn: due 


men. 
Le colture madri vengono coluvate in beute coniche contenenti il mezzo sppropnato (volume di circa 100 ml). 
Quando le alghe sono incubate a 20 *C con illuminazione connnus, è necessano un wasfenmento sertima- 
cale. 

Durante il wrasfenmento una quanntò della «vecchus» colnura nene trasfenta con delle pipette stendi in una beuta 
contenente mezzo fresco, in modo che, per le spene 4 rapida crescita, la concentrazione niziale na arca 100 volte 
infenore a quella della vecchia colrura. 

La velocità di crescita di una specie può essere ncavato dalla curva di crescita. Se questa è nota è possibile stimare la 
densità alls quale si dovrebbe trasfenre la colnira nel uovo mezzo. Ciò deve essere fatto pruna che la coltura 
ragpunga lo stadio di morte. 


Coltura preliminare 


La colnura preliminare serve a formire una dose di alghe per l'inoculazione di colnare per saggi. La coltura 
preliminare viene uncubata nelle condizioni spenmentali ed usata mentre sta anchra crescendo esponenzialmente, 
di solito dopo un penodo di incubazione di carca tre gorni. Le colture di alghe che contengono cellule deformate o 


anormali vaano scartate. 
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TOSSICITÀ FER ] LOMBRICHI 
'SAGCIO SU TERRENO ARTIFICIALE 
1. METODO 
Di. Introdunone 


In questo saggio di inboratono la sotianza in esame viene agpunia sd un Lerreno arbficiale dove si pongono i 
lombnchi per quanc dirò giorni. Dopo rale pemodo (facoltativamente dopo sette giorni) si esamina l'effenrto letale 
della sostanza sus lombiciu. fi saggio fornisce un metodo di valutazione, a termine relativamente breve, dell'efferro 
su lombncelu di sostanze chiruche assunte per rio cutanca e alimentare. 


12. Definizioni è unità 
LC: concentrazione ili una sostanza capace di ucodere d 50% degli animali in esame entro i periodo del 
saggio. 

13. Sostanza di rderimento 


Una sostanza di nfermmento viene usata penodicamente per dimozizare che Îa sensibilità del sistema (di saggio) non 
e cambista in modo agruficativo. 


Come sostanza di nisrimento si raccomanda clocoacrtammude di grado analitico. 


1.4. Principio del saggio 
BD terreno è un elemento variabile; si uSa peltanto, per questo saggio, un: serreme fesule arofitiale definito 
accuratamente, Lombecki adult della speme Ebenia foenda {redi nota in appendice) vengono renun in un 
determinato tartua arbficale, trartato con diverse concentrazioni della sostanza in esame. Quartordici gior- 
‘facoltanvamente sette pormi) dopo l'inazio della prova, su sparge il contenuto dei recapieno su un vassoso e pe: 
cascuna concentrazone s: contano i lombrichi sopravvissuti. 


Ls. Criteri di qualità 


D saggio è programmato 10 modo da essere il più possibile nproducibe per quanto concerne il suberrsto e gi 
organisrra 15 esame. Alla fine dei saggio, la mortalità fra gli anumali di controllo non deve superare i) 10%, 
altmument ta prova von è valida. 


1.6. Descnzione del meroda 
1.6.1. Matenali 
1.6.1.1. Substrato pet il saggio 


Come subsriato di base per il saggio n usi un ben determinato terreno arbficiale. 


3) Subsrrato di base (percentuali espresse 1 peso secco) 
— 10% ditorba di seagno (con pH più nano possibile a 5,5-6,9, priva di reudui vubili di piante e finemence 
maonata); 
— 20% di aspila caolianca prefenbilmente coo più del 50% di caolimte; 
— arca 69% di sabbia quarzosa indusinale (sabbia a grana prevalentemente fine con olue 4 50% dei granuli 
di dimensioni comprese bra 0,05 € 0,2 mm). Qualora t3 sostanza in esame non possa essere sufficentemente 
dispersa un acqua, per ogni recipiente (di.saggio) andrebbero messi da parte 10 g di tale sabbia da mescolare 
succesuvamente con la sostanza cessa; 
— arca 1% di carbonato di calco (CxCO)] un polvere, chirucamente puro, aggunto per portare il pH a 
60 205. 
dI Substraro per i segno 
D substraro per i) saggo convene Li substsato di base, le sostanza un esame e acqua deroruzzata. 
E contenuto in acqua è arca dal 25 21 42% del peso secco del subitrato di base. 
I contenuto n acqua del subitrato 1 determuna per esssccamento di us campione fino a peso costante, £ 
10$ *C. D ateno dase è che dl terreno artificiale deve essere addizionato coo acqua fino al punto w Gi non vi 
na acqua stagnante. Nel mescolare si dovrebbe fare amenzione ad ottenere una distribuzione uniforme della 
sostanza in esame e del substrato. DI procedimento segiuto per addizionare la sostanza in esame 2) subutrato 
deve essere Nportato. 
c) Subitraro di controllo 
i subarato di contrallo contene 1 cibsrrato di base e l'acqua. Se si uss un additivo, un uitenore controllo 
darrebbe contenere la stessa quantità di addinvo. 
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1.6.1.2. Recipienti per il saggio 
Recipicno di vetro della capacità di circa ua litro (2deguaramente coperti cos coperchi di plasuica, piam 0 cori una 
pellicola di piasace munun di fon di vestilazione) vengono nempit, ns per il taggno che per i) controllo, va uns 
quanti di nibatreto umido equivalente a S00 g di peso secco di a:barrato. 


1.6.2. Condino della prove 


1 rmapiesn dovrebbero essere tenun ua camere chimanzzate a 20 *Cft 2°C) ed diuminite in cennnuazione. 
L'intensivà lurumosa dovrebbere cusere compressa fra 400 e 800 hux. 


La durata delle provs è di quatrordia porri, ma è facoltauro fare uns prima determunazione della mortalità a serte 
porn dell'inna dei saggro. 


1.6.3. Procedimento del soggio 


Concestrazioni del saggio 
Le concentrazioni della sostanza in esame sono espresse n peso della sostanza per peso secco del substrato di base 
{mgriog). 


Saggio orientativo 

L'intervallo delle concentrazioni che causano una mortalità variabile Érs lo 0 ed ij 100% può essere determinato 
con un saggio onestanvo che fornisca informazioni sull'intervalio di concentrazioa: da impiegare nel saggo 
definiuvo. 

Si dovrebbe esaminare la sostanza alle seguenti concentrazioni: 1 000, 100, 10, 1, 0,1 mg di sostanza/kg di 
substraro mn esame {peso secco), 

Se si deve effettuare un suggpo definitivo completo, per ogni prova onentanva e per il controllo non camato, 
potrebbe essere sufficente un gruppo di diea lombrichi per ciascuna concentrazione. ° 


Saggio definitivo 

! cisultati del saggio onentativo vengono impiegsn per scegliere almeno 5 concentrazioni in serie geomemca, che 
causano uns mortalità vanabile fra lo Vedi 100% e che diffenscano fra loro per un fartore costante von supenore 
al, 

Coo questa serie di concentrazioni, il saggo dovrebbe consennre una stima la più precisa possibile del valore della 
LC e dei suor limuo di confidenza. 

Nella prova defimova si usano almeno quattro gruppi di saggio per concentrazione € quattro per contralli noe 
trattan, Qascuno con dieci lombrichi. | risultati octenuo covo questi gruppi sagg:at in replicato vengono espressi 
con i valore medio * con la deviazione standard relativa. 

Quando due concentrazioni consecutive, sel rapporto 1,9, danno una mortalità pari allo 0 ed a) 100%, questi due 
valori sono sufficena ad indicare l'inservallo entro i) quale è compresa la LC;a. 


Miscela del substrato di base per il saggio e della sostanza in esame 

Se posubile, il subsrato per il saggno dovrebbe cssere preparato senzs alcun additivo che non sia acqua. Subito 
pruma dell'inizio del saggio, si mescola con il substrato di base, oppure nt si sparge sopra uniformemente, con uno 
spruzzatore da cromatografia 0 disponuro similare, un'emulsione o dispernone in acqua deonizzata 0 wi altro 
solvente della sostanza da esaminare. 

Se insolubile ia acqua, la sostanza in esame può essere disciolta nel eninor volume possibile di un idonco solvente 
orpanico (per ciempio cesano, acrtoor, doroformio). 

Per solubiliztare, disperdere 0 emulsionare ls sostanza in esame, 5 possono impiegare soltanto agenti che 
volstilizano rapidamente. Prima dell'uso occorre vennlare il subsurato per ii saggio. Si deve aggiungere una 
quarotà di scqua pan e quella evaporita. fi coacrollo dovrebbe contencre la siessa quanntà di ruru gli 
addion. 

Se la sosanza in esame non è solubile, disperditile o emulzonabile in solreno orgaruo, 10 g di una miscela 
cssnnuta da sabbua fine quarross e dalla quanotà di sostanza un esame necrisaria per trattare SOÒ g di peso secco di 
terreno anficale, vengono mescolate co 490 g di peso secco del subitrato per il tagg:o. 

Per astcun gruppo di 1260, t1 riempie ogru recipiente di verro con uns quanotà di substrato umido equivaleoce a 
500 g di peso secro, rulla superficie del subizrato & collocano 10 lambnchi precedentemente condizionano per 
24 ore 10 un pimile sbarrato umido e quindi tavao rapidamente ed asuugsti dell'acqua un rereiso per assorbimento 
su carta ds filo. 

I reagenti rengono coperti con coperchi, part 0 pellicole di plasnca perforati per impedire l'esssoramento del 
subetrato e sono mantenuti nelle condizione spernmentab per quatrorda gior. 

Le talutarioni andrebbero effettuate quartordio porn (facolunvamente sette porni) dopo Finizio del saggpo. Si 
sparge ii subarito 1 un pianto di verro 0 di sccua carsadabile. Si esaminano 1 lombnchi e vi determuna i) numero 
di quelli sopravvizuo. i lombnchi tono considerano mori ie nov rragiscono ad un leggero somolo meccamoo 
vull'estrenutà antenore. 

Se l'esame è efferruato dopo tette pormi, il recipiente è nempito di nvova con lo stesso subitrato ed : lombnchi 
sopramissun vengono collocso sulla sue superfice. 
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1.6.4, Orgersmi per d saggio 
Gli orgarusmi prr 3 saggio dorrebbero essere individui sdulri di Eisenia fortida (vedi la nora dell'allegato) {di 
almeno due meti con clitella) dei peso umido di 300-600 mg. (Per il merodo di allevamento vedi allegato). 
2. DATI 
2.1. Trartamroto € valutazione dei risuitati 

Si nportano le concentrazioni delle sosranza esaminata con i risperrive percentuali di lombrichi morti. 

Quando 1 dati sono affidabili si dovrebbero determinare il valore della LC € i limiti di confidenza {P_3 0,05) 

ublizzando metodi standard (Litchfield e Wilkcoxoe, 1949 0 un metodo equivalente). I valore della LC;e dovrebbe 

essere espresso in mg dì sostanza in csame per kg di substrato per il saggio {peso secco). 

Nei casi in cui la pendenza della curva di concentrazione tia troppo elevati per consentire il calcolo della LC, è 

sufficiente una suma grafica di tale valore. 

Quando due concentrazioni consecutive, nel rapporto di 1,8, dano mortalità nari allo 0% ed al 100%, questi due 

valori sono sufficienti per udicare l'intervallo entro il quale è situata la LC. 

3. RELAZIONE 
3.1. Retazione sul saggio 

Nella relazione sul saggio devono figurare, se possibile: 

— la dichuarazione che la prova è stata eseguita conformemente ai criteri di qualità sopra riportati, 

— il saggio effettuato (sagpo orientativo e/o saggio definsovo), 

— l'esarta descrizione delle condizioni in qu è stato effettuato 1 suggpo o la dichiarazione che i) saggio è suato 
condotto conformemente ai metodo, qualzian modifica del procedimento deve essere riportata, 

— l'esarta descrizione del procedimento seguito per mescolare la sostanza in esarne coo i) substrato di base, 

— informazicai sugli organismi impiegati per il saggio (specie, età, media ed intervallo di variazione del peso, 
condizioni di mantenimento e di allevamento forrutore), 

— 1 merodo seginto per la deverminazione dla LCse, 

— i risulcati del saggio comprensivi di tum i dari uvilizzani, 

— la descrimone dei untomi e dei cambiamenti osservati nel comportamento degli organismi per il.sggio, 

— la mortalità nei controlli, 

— la LC, oppurt la più elevata Macedtrazione saggiata che pon provoca mortalità e la più basss concranrazione 
saggiata che provoca i 100% di snortalità, a quartordia giorni (facaltarivamente a sette porni) dogo l'inizio 
della prova, 

— il grafico della curva concentrazione/ risposta, 

— insultanomenuo con ia sossanza di nfenmento, speoficando se sano stati ofenub a assocanione coa il saggio 
in quesone 0 da precedeno 126p di controllo di qualità. 
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Appendice 


Allevamento e mantrziosento dei locsbricii prime del saggio 
Per l'allevamento a pongono gli animati, da 30 a 50 lombrichi adulti, in una scatola di allevamento con sutrittrato 
fresco e 5 muovono dopo 14 porni. Quest animali possono essere valizzaa per uitenon gruppi di allevamento. 
ffombrichi nan dalle z0oteche vengono impiegao peri sagg) quando sono marun (nelle condizioni presatte, dopo 
2-3 mes). 


Condizioni di allevamento e mantenimento 
Camera climaotzzte: temperatura di 20 *C(+ 2 °C), di preferenza slfumunata inuaterrottamente (intenuta da 


400 a 800 lax), 
Scatole di allevamento: idone conteratori poco profondi del volume da 10 a 20 lim. 
Substrato: Eisema foetida può essere allevata in divers cscremeno animali. Come terreno per 


l'allevamento si raccomanda fuso di una miscela cosnruita dal 50% in volume di torba e 
dal 50% di sterco di mucca 0 di cavallo. Il terreno dovrebbe avere un pH di arca 6-7 
(corretto con carbonato di calcio) ed una basta conduttintà ionica (meno di 6 mmhos a 
0,5% diconcertrazione salint). 


B substrato dovrebbe essere umido ma noo troppo bagnato. 
Oltre al metodo sopra esposio 5 possono impiegare con buon msultani anche alt 
procedimenti. 


Nota: Esistono due varietà di Eisenza foetida che alcuni tassonomi hanno separato in specie (Bouché, 1972). 
Queste sono morfologicamente umili ma una, la Eiserua fortida foruda, ha delle tipiche strisce o fasce trasversali 
sui segruenti mentre l'altra, i» Eisenia foenda andrei, ne è priva ed ha un colore rossiccio screziato. Ove possibile si 
dovrebbe usare la Fisema fonda andrei. Se è disporubile .la merodolopa necessana, si possono usare algre 


specie. 
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BIODEGRADAZIONE 
ZAHN WELLENS TEST 
1. METODO 


2.1. Introduzione 


T metodo è desunato s valutare la porenziale biodegradabibità ultiroa (*) delle sostanze organiche idrosotpbili e non 
volanti esposte a concentranoni relauvamente elevate di mucroorganismi nel coro di un saggno statico. 


Può vendicarsi un sasorbimento chimico-finco della sostanza in esame sui solidi sospesi; di ciò di dovrà tener conto 
nell'interpretare i risultati (vedi punto }.2). 


Le sostanze da studiare vengono impiegate a concentrazioni corrispondenti a valori del DOC compresi fra 50 e 
400 mg/l o a valor: del COD compreu fra 100 e 1 000 mg/1(DOC = carbomo organico discolto; COD = do- 
manda chiruca di ossigeno). Dette concentrazioni, relanvamente elevate, hanno il vantaggio dell'attendibilità 
analinca. È compost dotati di proprietà tossiche possono ritardare 0 inibire il processo di degradazione. 


In questo metodo, la misura della concentrazione del carbonio organico disciolto o la richiesta chimica di ossigeno 
vengono impiegate per valurare la biodegridazione ultima della soczanza in esame. 


L'impiego simultaneo di un metodo di analisi speafico può permettere di valutare la biodegradazione primaria 
della sostanza (modifica della struttura chimica della sostanza in esame). 


fl metodo può essere applicato soltanto all'esame di quelle sostanze organiche le quali, alle ocscenmazioni 
impiegate per la prova: 

— sono solubili in acqua nelle condizioni spermentali: 

— hanno una tenzone di vapore trascurabile nelle condimoni sperimentati; 

— non esercitano elfera inibitori sui barten; 

— sono assorbire soltanto in ausara limitata nel sissemo sperimentale; 

+— non vanno perdute per effcrro della formazione di schiume nella soluzione in esame. 


La disporubilità di dan sulle proporzioni relztive de prncipali componenti del materiale da esamninare sarà utile per 
unzerpretare 1 risultano, particolarmente na car in cui i nsultati sono bassi o trascurabili. 


Per poter interpretare i nsultari puù bara e per poter scegliere le oppormune concentrazioni sperumentali sarà altresi 
unle disporre di dan sulla tosssontà della sostanza nei confrona dei mucroorganiumi. 


12. Definizioni ed unità 


D tivello di degradanione raggiunto alla fine dell'espermento, denominato «biodegradabilità nel Zahn- Wellens 
Test», é daro dall'espressione: 


{Cr - Ca) 
D: (%) a [ x <a) 100 
Dy = biodegradazione (%) al tempo T 


C, = valon del DOC0 del COD! della miscela n esame, espresu in mg/l e misurano cre ore dopo l'inuro della 
prova :DOC = carbonio organico disobdlto, COD = domanda chimica di ossigeno) 


Cr = valon dei DOC 0 del COD della msscelia m esame af momento del prelievo {eg/1} 
Cs valon del DOC a del COD relanvi al «branco» 2) momento del prelievo (mg:lì 
Ca = ralon del DOC o del COD del «banco», qusuran tre ore dopo l'inizio della prova (mg/1) 


L'entità della degradanone dev'essere arrcrondata all'unità percentuale. 
La degradazione percentuale si espnme come eliminazione percentuale del DOC (0 del COD) della sostanza 
sperimeotata. 


La differenza cra J vaiore misurato dopo we ore e il valore calcolato, o prefenbulmente misurato inizialmente, può 
fornire informazioni vnli in mento all'eliminazione della sostanza {vedi punto 3.2: «Interpretazione der 


nsultane). 


15) f omrmini culi» © «pamana», ffent alla Ieodegridaone, sono tradunoni des termnim mgiena suinmarea e «pomarp», rapettvamentet. 
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1.3. Sostanze di riferimento 


fa taluni cam, quando vengono srudise sostanze nuove, può cisere unie l'impiego di sostanze di riferimenso. 
Tuttana, non possono ancora csuere raccomaridare specifiche sostanze di nferumento. 


14. Principio del metodo 


Ip un reapiente di vetro da 1 a « litri, prormino di aprato.e e screstore, vengona untrodori contemporancamente il 
fango aruvo, le somanze nutriove minerali e il materiale da esaminare, quale uruca fonte di carbonio, 1n soluzione 
“acquosa. La muscela mene agitata ed screata alla-tempriatura di 20-25 *C, sotto illumanazione diffusa 0:n camera 
oscura, per ja durata massima di 28 giorni. DI processo di degradazione mene seguito mediante deterriunazione dei 
valan dei COD 0 del DOC nella sotuzione filtrate, eseguita gornalmente o comunque ad intervalli appropriab e 
regolari. ll tapporto fra U DOC (0 i) COD) eliminato dopo asscun intervallo ed il valore a tre ore dall'inizio nene 
espresso come biodegradazione percentuale e serve per misurare l'enntà della degradazione in quel momento. 
Diagrammando tale valore un funzione del tempo 1 cosrunsce ls curva di biodegradazione. impiegando un metodo 
analinco sperfico è posssbile misurare le vanazione di concentrazcoe della sostanza in esame dovute alla. 


biodegredazione (brodegradabulità pnmans). 


1.$. Criteri & qualità 


Prove d'intercalibrazione tra laboratori hanno dimostrato che la riproduabilità di questo metodo è soddisfa- 
crore. 
La sensibilità dei metodo è determinata prumapalmente dalla vansbeità del «bianco» e, ia musure minore, dalla 


precipone con cai è possibile determinare il carbonio organico disciolto e la quanuts del composto da esaminare 
contenuto sel mezzo. 


1.6. Descrizione del metodo 
1.6.1. Preparevos 
1.6.1. Reattivi 


— Acqua per il saggio: acqua potabile a contenuto di carbonio organico inferiore a 5 mg/i. La concentrazione 
globale degli ion: caio e magneso son deve superare 2,7 mmol/i; in caso contrano sarà necessaria 
un'opportuna dihiizione cos acqua deomzzati o dissillsta 

— Acido solforico, p.a., 50 g/l 

— Soluzione di rircssto di sodio, pa., 40 g/l 

— Soluzione numtiva minerale: sciogliere w 1 litro d'acqua deiorzzata: 
clorurcammaonico, NH, p.a. 385 g 
ortofasfato moanasodico diidrato NaH;PO,.2H10, p.a. 33,4 g 
artofosfato monopotassico, KH,PO,, p.a. #5 g 
artofosfato dipotassco, KiHPO,, p.a. 21,75% 


La miscela serve contemporancamente ds sostanza nutrinva € di tampone. 


1.6.1.2. Appatecchiacura 
Renperoo cilindri di verro, dei volume da } a 4 ben 
Disposinvo di aganone. L'agrtatore vero e propo, di vevo o metallo, dev'essere sostenuto da un albero adarto € 
deve prare a 5-10 cm arca dal fando del recipiente. Si può anche piegare un aptarore magnetico, c0e barretta da 
72210 cn di lungherta 
Tubo di vetro, del diametro neerno di 2-4 mm, pes Fintroduzione dell'ana. L'aperrura del rubo deve trovara a } cm 
curca sopra d fondo dei recipueace 
Cesunfuga (3 550 gn arca) 
pii-metro 
Misuratore dell'ossigeno dicnlito 
fiim di ara 
Apparecchiarare per fikranone su mantra 
Filtri è manbrana, poroptà 0,45 pro. I fitri a membrane sono sdati solo s condizione che boo crdano carbonio 
organico € ann assorbano la sottanza durante la filtrazione 
Apparecchuerara anabrics per la devermusinone del contenuto in carbonso organico e della domanda chumeca di 
Gttguno 


15-2-1990 Supplemento ordinario, alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38 
TT. ————————_——=<CT@.—_TT_Pr" tr —__———@—@%2@@#"P@ 21 


1.6.1.3. Preparazione dell'inoculo 
Lavare il fango artivo proveniente da un ampranto di trartamento biologico centnfugando 0 lasciando ndimemare 
Npetutamenie con F'acqua per il saggio (vidi sopra). 
1 fango sravo deve trovarsi io sdonce condizioni. Esso può essere prelevato da un impianto di trarramento di acque 
di scanco uw buone condizioni di funzionzmento, Per ottenere i maggior numero posubile di specie è ceppi 
differenti di barten è prefenbile mescolare gli inoculi provenienti da varie fonti {pier esempao: vari impiana di 
tranmamento, estratti di suoli, acque di fiune, ecr ). Le mucrii deve essere trattata come descrito sopra. 
Per controllare l'attività del fango atbro vedi oltre 3 pasugrafo «Controllo funzionale». 


1.6.1.4. Preparazione delle soluzioni da esaminare 
Nel rapiente per 1) saggio, introdurre 500 mi dell'acqua per i saggio, insierne alla soluzione nutriva minerale in 
quannu pari a 2,5 en0/i e al fango sruvo in quanotà comspondente a 0,2-1,0 5/1 di materiale secco nella miscela 
finale, Aggiungere la soluzione madre della sostanza da esaminare ie quantità tale da ortenere un DOC da 50 a 
400 mg/l nella miscela finale. i comspondenti valon del COD saranno da 100 a 1 000 mg/l. Portare con Pacque di 
cur sopra al volume totale da 1 a 4 bien. Il volorme totale da scegliere dipende dal numero dei campioni da prelevare 
pet le determinazioni del DOC o del COD, nonché dai volumi prcessari per i procedimento analitico, 
Normalroente, un volume di 2 lim può essere considerato soddisfacrase. 
Per ciascuna sene di saggi vs preparato almeno un renpianta dicaatralio (bianco): esto deve contenere soltanto il 
fango amoro e la soluzione tutnbva munerale portata allo stesso valume totale dei recipienti per u saggoo. 


162. Estcuzione del saggro 
Si agita il contenuto dci reapi:no per il saggio con agitatori magnetici od a spirale, sorto illuminazione diffusa o in 
camera oscura e alla temperatura di 20-25 *C. L'aerazione dev'essere ottenuta insufflarndo aria compressa 


puntficata facendola passare artraverso un tampone di cotone e, se necessano, una bomglia di lavaggio. Si farà in 
modo che i fango ton su depositi e che la concentrazione dell'ostugeno non scenda al di sotro di 2 mg/i. 


D valute del pi deve ciscre controllato ad intervalli regolan (ad esempio quotidianamente) e regolato se necessario 
sul valore di 7-8. 

Le perdite dovute all'evaporazione andranso compensate immediatamente prima di ogni prelievo aggiungendo 
acqua deionizzata 0 disaillata nelle quanetà nchieste. Sarà particolarmenze utile segnare il livello dei liquido sul 
recpiente pnma di avrare la prove. Dopo cgu campionamento (in assenza di scrazione e sprazione) ti 
apporranno nuovi contrassegni. Ì pruni campioni dovranno seropre essere presevari tre ore dopo l'inizio della prove 
per verificare se ha luogo un assorbimento del matenale in esame da parte del fango arnvo. 

L'eliminazione della sostanza in esame dev'essere seguuta medizate dererminazioni del DOC e del COD, effertuate 
quovdianamente © ad intervalli comunque regolan. | camproni prelevati dal reaprente di sagg:o € dal «bianco» 
devono essere filtrao su carta accuratamente lavata. I pmi $ m}del filtrato della soluzione derono essere scartati. I 
fanghi diffialmente filtrabili possono essere eliminat 10 precedenza centnfugando per 10 minuti. Le determina. 
mons def COD e del DOC devono essere effetruzte almeno in doppio. L'esperunento deve proseguare per la durata 
di 28 pocm. 


Nota: | campioni che nmangono rorbidi devono essere filan attraverso filtri a membrana. Questi ultimi son 
devono cedere od assorbue matenale organico. 


Controllo funzionale del fango attivo 


In parallelo a ciascuna serie di espenmena, deve essere saggiata una sostanza nota, desonata è controllare la 
capaata funzionale del fango amvo. A questo scopo s è mosrato unle il glicoidienienico. 


Adattamento 


Qualora n eseguano analiu ad intervalli celanvamente brem (ad esempio quotidianamente), Padartamento può 
essere chiaramente controllato dalla curra di degradanone (vedi figura 2). lì saggio, pertanto, non deve cssere 
avmato unmediatamente pnma dell’interrunone di fine semmana. 


Qualora l'adattamento n verifichi verso la fine del penodo di 1380, l saggro stesso può essere profungato fino ai 
momento in cu la degradazione è terminata. 


Nota: Se è necessaria una conoscenza più vasta dei comportamento de fanghi adentzo, lo stesso fango atuvo deve 
tiscre posto ouovamente s coatatro con lo ntiso matenale di prova, procedendo come segue: 


astestare l'apratore e l'arratore e lsscar sedimentare il fango atuvo; eliminare dl surnstante, mempire fino a 2 him 
con acqua per d saggio, aptare po 15 mina € lascare nuovamente sedimentare; eliminare avovamente i 


gumatante € impiegare dl fango nmanente per nperere d saggio con gli sresei matenali conformemente a quanco 
indicato 21 precedeno puno 1.6.1.4e 1.6.2. D fango amvo può essere isolato anche per oeenfugazione anziché per 


sedimentazione. 


0 fango adatiato può essere mescolato cov fango frico, fino sd una quantità totale di 0,2-1 g di sostanza seccs per 
litro. 
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Mezzi enalitici 

Normalmente 1 campioni vengono Giltrat attraverio un filtro di carta sccurstamente lavato (per d lavaggo, 
mpregare acqua desvarzzata), 

1 campione che restano torbidi devono cssere filkra0 cone filtri a membrane (0,45 ju). 


La concentrazione del DOC dev'ezsere deterounate sm doppio nu campione filtrato {scartando i primi 5 m}) con 
spparterhiatura per la determunazione del TOC. Se i filtrato mon può essere analizzato lo stesso giorno, es50 va 
conservato in frigonfero fino al giorno successivo. Una conservazione più lunga non è da raccomandare. 


La concentrazione del COD vs determunata sul campione filtrato con i) procedimento anilitico descnsto nel 
nfenmento (bibliografico 2). 


2. DATI E VALUTAZIONE 


Le concentrazioni del DOC e dei COD devono essere determinate almeno in doppio in ogni campione secondo 
quanto indicato al punto Î €.2. La degradazione al momento T viene calcolata mediante ls formula mportata 


{insieme alle definiziohi) al punto 1:27 


La misura della degradazione dev'essere arrotondata all'unità percennsale. L'entità della degradazione raggiunta, 
alla fine dell'esperimento vene defiruta come «biodegradibilità seconda Zahn-Wellense. 


Nota: Qualora la degradazione complera venga raggiunta prima che il tempo peorssario per il saggo sia termunato 
€ questo risultato ua confermato ds una seconda analisi effettuata i) giorno suconsivo, il saggio può essere 


considerato concluso. 
> RELAZIONE 
31. Relazione sul saggio 


Nella celanone sul saggio devono figurare, se possibile: 

— le concentrazione uniziale della sostanza, 

— tutte le altre informazioni e nsultati sperimentali concemenn la sostanza esaminata, ia sostanza di rifenmento 
-{se umpiegata) e il «bianco», 

— la concengazione dopo te ore, 

— la curva di brodegradazione con la relauva descnnone, 

— ta data e la località di prelievo da microorganismi ussn per l'espenmento, lo stato di adartamento, le 

concentrazione uopregata, «x. 
— le gpusaficazioni scienafiche per qualzaz modifica apportata al procedimento spenmentale. 


3.2. loterpretazione dei risultati 


La rimozione del DOC (0 del COD) che x venfica gradusimente entro gorni o settimane indica che la sostanza in 
esame R2 psbendo ltodegradazione. 


In raluni cas può comunque entrare in goco l'assorbunento chunico-fisico, denorato dal fatto che la scomparse & 
verifica n modo completo 0 parziale fin dall'ino, entro le prume tre ore € che la differenza di risposta tra 1 
surnatano del controllo e del taggo mmase a bvelli insspermatamente basp, 


Se 3 vuole distinguere fra la teodegradazione {o brodegradazione parmale) e l'assorbunento, 1000 pecessan 
ultenon saggi. 


Ciò può esere fatto u numero modi, is J metodo più convincente consiste nell'impregare U sumatante quale 
inoculo un una prova del dossier di base (prefenbumente ua saggio fespuometnco). 


Le sostanze che, nel corso di questo saggro, mostrano un'elevata elimunazione del DOC (0 del COD) non dovuta ad 
assorbumento devono essere consderate potenzialmente biodegradabili. Una runozione parziale, n0n dovuta ad 
assorbunenro indica che il prodorto chunsco è soggerto almeno in parte alla brodegradanone. 


Una rumonone bassa 0 nulla dei DOC (0 del COD) può essere dovuta all'inibuzione dei vscroorgarismu da parte 
delle sostanze 1 esame: QÒ può anche essere nvelato dalla ti e dalla perdita di fango, accompagnata dalls 
formazione di surnatann torbidi. in quesro caso 1 siggpo deve essere npetuto unpiegando Ja soscanza n este è 
conceniranione Minore. 


seg 
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L'impiego di un metodo di anali: specifico pir la sostanza 10 esame a delia sostanza marcata con C può 
consennre una magpore sensibilità, Nel csso di composro marcato al ‘SC, il recupero di '*CO, confermerà che la 
biodegradizione è avvenura. 

Quando i risultati sono espresu in termini di biodegradazione prumana, dovrà cssere fornita, possibilmente, une 
spiegazione della modifica di struttura chimica che conduce alla diminuzione di sposta della sostanza in 
same. 


Si deve dimostrare la validità del metodo analitico e fornire la nsposta onenuta sul «bianco». 


BIBLIOGRAFIA 
(1) OCSE, Pangi 1981, Linea Ginda 302 B, deauone C{81} 30 def. del Consiglio. 


{2} Allegato V C.9 Degradazione: Domanda chica di ossigeno; diretova 84/449/CEE della Comnissione, 
Gazzesta ufficiale delle Comunità europee n. L 291° del 19 settembre 1984. 
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ESEMPIO Di VALUTAZIONE 


Composto organico: scido 4-ctosubenzorco 

Concentrazione teorica della sostanza: 600 mg/l 

DOC teonco: 390 mg:l 

Inocnle: unpunto di traruamento delle acque fognarie di... 
Concentranone 1 g di soranza secca 

Stavo di adattamento n00 adattano 

Analisi: determinazione DOC 

Quasati del campione im 

Sostanza di controllo glicoldienlenico 

Tossicità del composto nessus effetto tossco al di sotro di 1 000 mg/} 


(metodo unlizzaro: saggio in cubi di fermentanone) 


Serie generale - n. 8 


{1} Valore medio di me determinazioni. 
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Figura Ì 
Escnipio di cune di biodegradaziooe 


Degradazione 
1%) 


LI) LÌ 18 Tempo igiorm) 


Figure 2 
Esempio di adattamento dei fanghi 
Degradazione 
{%} 
180 


Sostanze 
Alcoo! polsvinilico 


0 adanaro 
dd non adattato 


— 
"” 16° Tempo Igor) 


L) $ 
p_ fase di sdinamento sd di degradanone punto finale 
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BIODEGRADAZIONE 


SAGGIO DI SIMULAZIONE CON FANGHI ATTIVI 


L METODO. 

1.1. Introduzione 

1.1.1. Osservazioni generali 
DI metodo può essere applicato esclusivamente a quelle sostanze ompaniche che, alle concentrazioni mpiegate per d 
tagpo: 


— sono solubdi in acqua nella misura necrssana per la preparazione delle soluzioni per il saggio, 

—- hanno, nelle condizioni del saggio. una tensiofie di vapore trascurabile, 

— non eseratano effe inibuton fw batren. 

La disponibilità di dan sulle proporzioni relanve dei pnnapali componenn dei prodorto da esaminare sarà unle per 
interpretare s risultati ottenuto, in parmcolare in quis cas un Qu i valon trovano sono bassi 0 non significanni. 


È auspicabile porer disporre di dari sulla tossiotà della sostanza nei confroon dei microorganismi per 
l'interpretazione di everituali bassi valori e per la scelta delle concentrazioni spenmentali appropriate. 


1.1.2, Determinanone delle bodegradabilità ultima (analisi DOC/COD) (1) 


Scopo del metodo è la determinazione della biodegradabilità ultime mediante misura della rimozione della 
sostanza e di qualnas metabolita in ua impianto modello a fanghi amm, ad una concentrazione > 12 mg DOC/I 
{o a circa 40 mg COD/!). Sembrano ommali 20 mg DOC/I {DOC = carbonio ongamco discolto/litro; 
COD = domanda chunica di ossigeno). 

Si deve determinare d contenuto di carbonio organico {0 la domanda chumca di ossigeno) dei matenale un 
esame. 


1.1.3. Determinazione della brodegradobilità permane (analisi specifica) (*) 


Scopo del metodo è la dererminazione della biodegradabilità prumaria di una sostanza in un impianto pilota a 
fanghi arnna, a una concentrazione di arca 20 mg/l, con l'impiego di un metodo analitico spenifico {se 4 metodo 
«analinco e la tosuati della sostanza io consentono, u può usare una concentrazione più bassa 0 più elevata). 
Questo oasente la valutazione della biodegradabiità prumana della sostanza {modifica della strurrura churica 
della sostanza in csame). 


D metodo noe è desanato alla determinazione della muneralizzazione delle sostanza esaminata. 


Per la dererminanione della sostanza esaminata occorre disporre di un metodo analibco adeguato. 


1.2. Definizioni e tnità 
1.2.1. Anais: DOC/COD 
© grado di namozone della sostanza è dato da: 


DR » TI! x 100% [1a)}- 
dove. 
(rado di nmozione percentuale del DOC (0 del CODIrelanvo alla sosranta in esame entro i tempo medio d 
mienzione fssaco 
T = concentrazione della sostanza in esame nell'affluente n mg DOC/Utro {o mg COD'/livo) 
E = concentrazione del DOC (0 dei COD) nell'efffuente dell'unità per U saggio in mg DOC/lito (o mg 
COD/bro) 
= concentranone del DOC fo del CODI nell'effleuente dell'unità per J «brancoe in mg DOC/litro (0 mg 
COD/btro) 


La degradarione 5 defimsce come la nmozione percentuale di DOC {0 di CODI, nel tempo di ritenzione fissaro. 
relativo alla sostanza in csame. 


o 
b) 
I) 


1°} 1 termane cultimae e «-prmarizo, nino alla brodrgradazione, 1000 tradutscr dei term ingiem «ulrunaieo e -primasryo, Mpermvamente. 


15-2-19% 


1.2.2. 


13.. 


1.4. 


h.S. 


1.6. 


1.6.1. 


1.6.1.1. 
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Anali specifica 


L'elimunazione percentuale della sosmanza esamumara dalla fasc scquosa (Rig), sci rempo medio di ritenzione 
fissato, 1 cava da: 


Re = sul x 100% (15) 


dove: 
C; = concentrazione della sostanza nell'afffuente dell'unità per U saggio (ing di sostanza/litro, determinata con 
l'analtu speofica) 
= concentrazione dell: sostenza nell'effluente dell'unità per i saggio (mg di sostanza /litro, determinata Mn 


l'analisi speafica) 


Sostanze di riferimento 


{n alcuni casi, quando s esamina una nuova sogranza, possono essere unli delle sostanze di riferunento; aò 
nonostante, con € attualmente possbile indicare sostanze di nferimento speafiche. 


Per la determmazione della biodegradabilità ultima s1 fanno funzionare in parallelo due unità pilota a fanghi attivi 
{saggo di conferma dell'OCSE o unità a vaso poroso). La sostanza in csarne niene addizionata all'affluente 
{liquame sinicuco 0 domesuco) di una delle uruti, mentre l'altra neeve soltanto liquame. Per la determinazione 
della biodegradazione primaria con l'analisi speafica dell'affluente e dell'effluente si impiega soltanto una 


uUnitd. 


Si misurano le concentrazioni di DOC {o di COD) negli effluenti, oppure a determunano con l'analisi speafica le 
concentrazioni della somanza. 


1 DOC dovuto alla sostanza W esame con viene misurato a soltanto speaficato. Quando si effettuano le 
erusurazioni del DOC (e del COD), si assume che la differenza fra le concentrazioni medie degli efilueno del saggio e 
del controllo sia dovuts alla sostanza in esame non degradata. 


Quando vengono effettuate analisi speufiche è posubile misurare la variazione della concentrazione della sostanza 
ur esame (bicdegradenone premana). 


Si possono fare funzonare le unrtà seguendo U «sstema delle nità accoppizier, con 4 procedimento della 
transinoculazione. 
Criteri di qualità 


La concentrazione di partenza della sostanza dipende dai upo di analisi efferruata e dalle sue limitazioni. 


Descrizione del merodo 


Preparazione 
Apparecchiatura 


4 paste J caso delle analisi speafiche, è nevessana una coppia di usità dello stesso npo. Possono essere mpregan 
due sastemi: 


Saggio di conferma OCSE 

L'apparecchiatura {allegato 1} è cosmnuta da un serbatoio {A} per ù liquame antenco, da una pompa di dos:ggo 
18), da una vasca di aerazione :C), da un sedimentatore (D), una pompa ad ana compressa (E) per nadare 1 fanghu 
atuvi € una vasca (F} per raccogliere l'effluente trattato. 

1 serbato: (A) e (F) devono essere di vero 0 di foneo matenale plastsco, e della capacità di almeno 24 lim. La 
pompa (8) alimenta con un fiusso costante di liquame uatenco la vasca di aerazione; s può umpiegare qualuas 
ustema idonco purché ua n grado di assscurare il Pusso e Li concentrazione di alimentazione. 
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Oisaste È normale mzionamento, l'altezza del sedimeniatore (D)è fissaza in modo che i volume delle soluzione 
j custronto nella vasca di serazione tas ili vt Keri. Us diffusore di mritrriale tincerizzato (G) è sospeso aci 
recapenet C) si nertice dii cono. la quentrtà di arta insufilate avtreverso P'aerrtore può esser? determinate con rs 
flussconttro. fa pompe ad arie compressa (E) è regolata in modo che i fango attivo sia riciclaco con continuità e 
regolantà dal sedimsentarore al recipieme di aerazione (Cì. 

eVaz0 porosce 

Îl vaso poroso è realizzato con fogli di polietilene poroso (spestore 2 mra, dimensione massizna dei pori #5 pm), è 
forma cilindirci del diametro di 14 ame cn uns base conica a 45° {figure î e 2 dell'allegato (2). D vaso porvso è 
contenuto s un recipicare impermesbile di piasrica idooce del diametro di 15 cm. cca una luce sulla parte cilindrica 
ad una altezza di 172 cm che derermina i voluine (tre Îivri) del vaso, Nella parte rupestore del recipiente interno si 
nova un anelio npdo di sostegno in plastica sdorsra in modo da avere un'ivcercspedize di effiuaso di 0,5 cm fra i 
recipienie interno è quello esterno. 

1 vezi poro» possono estere montani paul frodo di un bagnoraria controllato rermmazisticamente. Alla base del 
recipiente vaterno, dove souo collocan idcue diffusori, si ha im'alimentanene di asis. 

1 recipienzi {A} cd (E) debbono essere di verro © di plassica idones ed scene uns capacità di almeno 24 liui. La 
pompa (2) alimenta, con cn flusso costante di liquame sioterion, il recipiente di terszione; si può unpiegarte 
qualsizzi astema stro sci assicrirare il Busso € la concentrazione di afirmeriszione. 

Sono secrsaari dei vasi porosi interni di riscrva per sosrituire quelli cho posscco corvirsi durante l'uso; i vasi 
osa vengono puliti mediante imunensione per 24 or: in uns soluzione di wpoclorizo seguita da an lavaggio 
SCCUF2ID 000 acqui di rutinerto. 


1.6.1.2. Filtrazione 
Apparecchiarura per filtrazione wu: membrana e membrane filtranti coa pori da 0,45 um. Le membeane filtranti 
sono adatte soltanto se non cedono cerboruo organico € non assorbono la sostanza durante la filzrazione. 
1.6.1.3. Liquame 
Si porsono unpiegare sis un'idonea alimentazione sintetica, sia liquame domestico. 
Esempio di alimentazione sintetica 
Sciogliere in un litro di acqua di rubinetto i seguenti composn: 


Pepcone: 160 ng 
Esatto di came: 110 mg 
Urea: 30 mg 
NeCl: 7? ug 
Cal, 2K,0: 4ug 
MgS0, 7H,0: 208 
K,HPO.: 28 ms 
Liquame domerico 

Dovrebbe egiere raccoito fresco ogni giorna dallo stramazzo della vasca di sedimentazione primaria di unimpianto 
che trarta in prevalenza liquami domessia. 

1.6.Î.4. Scluzione madre della sostanza ia esame 


Si dovrebbe preparare unt soluzione della sostanza in esame, ad esempio all'1 %, da aggiungere nell'unità di prova. 
È necessario fissare la concentranone della sostanza in modo tale che si conosca il volume necessario per ottenere ls 
coocentrazone di prova da addizionare 2) liquame o direttamente nell'unità per mezio di uns seconda 
pompa. 


1.6.3.5. Inoculo 


Osseranone: Usendo liquami domestici, sarebbe superfivo l'impiego di un ineculo a bassa concentrazione 

bartenca, ma si potsono usare fanghi arum. 

Possono essere ussu svamati inocili, se ce danno te esempi adatto: 

a) Inoculo ds effluente secondario 
Si dovrebbe ncavare Finoculo da un efiluente secoadano di buona qualità feocolro da un impianto che trana in 
prevalenza liquami domesa. Nel pernodo compreso fra il campionan:ento e l'impiego, l'effluente dee ensese 
tenuto 8 condizioni serobie. Per preparare l'inoculo, si Birra il campione su filtro 1 clevata porosità, scartando i 


pranu 200 cal. NI filtrato è mantenuto un condizioni serobre uno a) momento dell'uso. L'inoculo deve essere 
stpregaro il gorno stesso del prebevo. Per l'inoculazione occorre impiegare almeno 3 mi. 
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8} Inocuio coripnsto 
Inoculo de tm effluente secondario: 
vedi descnzione precedente. 
Ineczio do terreno: 
si scspendono 109 gramei di rirreno (fertile, non sienie) ia 1 000 mi di acqua potabile esente da doro (terreni 
con un contenuto ecorsuvo di argilla, sabtes 0, humus non sono adatto). Dopo agiazione, sa las nposare la 
sospenzone per 30 minuo, Si filtra d sirmatante nu carta è elevata poronità, scartando i prumi 200 ml. Si 
sottopone unmidiatamente id filtrato sd acrazione prolungandola fino ai marmento dell'uso. L'inoculo deve 
essere utilizzato U giorno nesso del preiizro. 
tnaculo da scque superficiali: 
un altro inocnlo pazziale può orseners: ds acque superSoali semiputride (mesosaprobiche). Si filtra ii campione — 
su carta ad elevata porosità, scartando i peirzi 200 mi. Si mannene in condizioni aerobdie fino al momento 
dell'impiego. L'inoculo rs utilizzato il giorno stesso del prelievo. 
Si mertono insieme i volumi dei tre campioni parziali di inoculo, ti mescolano bene e si preleva dal miscuglio 
ottenuto F'inocuio finale. Per l'inoculazione occorre che ts10 na di almeno 3 mi. 

€) Inoculo ds un fango amvo 


Sì guò usare come inoculo ua valume (non più di tre litri) di fango attivo (contenute in solidi sospesi fino 
a 2,5 gii) prelevato dalla vasca di atrazionte diun impianto che tratta prevalentemente fiquami domesmo. 


1.6.2. Procedimento 
saggia viene eseguito 2 temperarura ambiente; questa dovrebbe essere mantenuta fra 18 e 25 °C. 


Se è il c230, il saggio può essere condotto a uns temperatura più bassa (fino a 10 *C); se la sostanza viene degradata, 
allora non occorrono, di solio, altre operazioni, In caso contrano i) saggio deve cssere condono sd una 
temperatura costante compresa fra 18 e 25 *C, 


1.6.2.3. Periodo di avviamento: formazione/stabilizzazione del fango delle unità 


D perrodo di formazione/stabilizzazone del fango è il periodo necessario perché la concentizzione. der solidi 
sospesi del fango aruvo ed il funzionamento delle unità pervengano allo stato di regume nelle condizioni operauve 
volute. 


©} pentodo di armamento è quello che va dall'istante in cui la sostanza in'esame è aggunta per la prima volta fino 
all'isranze un cui ls sua numazione wu stabitizzo (valore relauvamente costante). Questo periodo can deve sperare le 
ser sernmane. 


A penodo di valutazione è di te sertiman = pamre dall'imante in aula rimozione della sostanza ui csame raggiunge 
un valore relsavamente costante che e as solito elevato. Per tutte le sonanze che, nelle prince 10 sertimane, 
mastrano una degradazione limatatò 0 nulla, si prendono, come penodo di valutzzione, le successive ue 
setnmane, 


All'inizio « riempie ia (le) unutà accrssanzie) per uns prova con f'inoculo mescolato con l'affluenee. 


Si memono allora in funzione l'acratore (nel caso della enità del seggio di conferma OCSE La pompa ad ana 
compressa (E)] ed # meccanismo di dosaggio (8). 


L'affluente, pavo della sostanza da esaminare, deve attraversare il recipiente di seranone {C) alla velootà di 1 !/b 
oppure 0,5 1/h; ciò comporta un tempo medio di ritenzione di tre 0 di sei ore. 


La velocità di acranove dovrebbe essere regolata in modo che il contenuto del recipiente (C] fra manenuto 
cossanterente in sospenuone cd i volume di ossigeno discoîto na di almeno 2 ng/!. 


Va evitata. con mezzi adeguao, la formamone di schiuma. Non ti devono usare ageno annschiumogeni che 
mibiscano i fango aruvo. 


D fango sacrumulatoti nella parte supenare del reapiente di strazione (C) {pes le unità del saggpa di conferma OCSE 
alla base del renpiente di sedimentazione (D) e sel arcuto di circolanone] deve essere nportao nella soluzione 
chianficata almeno una volta 2) porno.con fuso di una spazzola a di qualche altro merzo appropriato. 


Quando d fango ha difficoltà o sedimentare, se tt può aumentare la densità aggiungendo delle parzzoni di 2 mi di 
una solumone al 5% di doruro fermto € nperrendo f'operanone quando pecessano. : 


Si raccoghe Peffluente nel recapeente (È o F) per 10-24 ore e 1 preleva un campione dopo un'acquesta quscelazione. 
B recipeente (E o F) deve casere pulito molo bene. 


Pur poter determinare e matrollare Pefficienis del processo, si misurano almeno due volre alla settimana la 
domanda chimica di ovageno {COD} 0 è carbamo argamen discalto {DOC} del fikrato dell'effiuente raccoltosi, 
come pure del filaro dell'affluente (usando uns membrana con pon di 0,45 um e scartando 1 puma 20 sal arca di 
&iuato). 
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La riduzione del COD 0 DOC dovrebbe snnullarsi quando n ortiene uns degradanooe giorasiiera sbbestenta 


Due volte alla settimana si dovrebbe devermenare la quantità (in g/1)di sostanza seccs del fango attivo nel recipiente 
di seranone. Le enità possono funnonsre 1 due modi: 0 due volte per settimana s1 determina la quantità di 
sostanza secca presente nel fango arivo e se essa supera i 2,5 g/l ci deve togliere quella in eccesso; oppure a 
Fossa i qpornalmente da ciascun vaso 500 mi.di soluzione mista per avere un tempo di ritenzione medio del fango 
i € giorn: 

Quando i parametn misurati e calcolati (efficienza del processo (nella rumozione COD 0 DOC), concentrazione del 
fango, capacità di sedimentazione del fango, torbidità degli effluenti, ecx.] delle due unità sono sufficientemente 
stanooan, ls sostanza in esame puo essere uitrodorta nell'affiuente di una delle unità, secondo i punto 
1.6.2.2. 


in akesnanva, la sostanza in esame può essere introdonia all'inizio del penodo di formazione del fango, 
specialmente quando come moculo si aggunse fango. 


1.6.2.2. Procedimento 


Si mantengono le condizioni di funzionamento del penodo di avviamento e si.sggiunge all'affivente dell'unità di 
prova ume quanotà; suffinente (arcatti Adi soluzzene: medre del prodotreria.esime zia modo da omenere nel 
liquame te concentrazione voluta del prodotto {circa 10-20 me DOC/I 0 40 mg COD/I). Ciò si può effettuare o 
miscelando giornalmente il liquame cor la soluzione madre, oppure coa un sisterna separato di pompaggio. Derts 
concentrazione può essere raggunta progressivamente, Se non si hanno effet rosso della sortariza in esame sul 
fango attivo, possono essere provate anche concentrazioni più elevate. 


L'unità «in bianco» è alimentata soltanto coo l'affluente senza aggiuota di sostanze. Per l'analisi si prendono 
adeguate. quanatà di effluenv e w: filtrano con filtri a membrana (0,45 pm} scartando i primi 20 mi (circa) di 
filtraro. 

I campioni filati devono essere analizzan il giorno stesso, in caso contrario vanno opportunamente conservati, 
per esempio mediante l'aggiunta di 0,05 mì di una soluzione all'1% di cloruro mercurico (H£C,) per ogni 10 mi di 
campione filtrato, oppure mantenendoli alla remperanira da 2 a 4 °C per 24 ore al massimo, oppure al di sorto di 
= 18 °C per period: più lunghi. 

I periodo di sperimentazione, a partire dall'agmunta della sostanza in esame, non dovrebbe superare le sei 
setumane ed il penodo di valutazione dovrebbe durare almeno tre scramane; per il calcolo del risuitaro finale 
dovrebbero potersi efferruare da 14 # 20 derertminazioni. 


Processo a unità accoppiate 

L'arpoppiamento delle unità si ortiene scambrando, una volta a) giomo, fra le due unità, 1,5 litri di soluzione 
chuafificata (fango incluso) proversente dalle vasche di serazione del fango aruvo. Nei caso di prodoct in esame 
fortemente assorbenti, si prelevano dalle vasche di sedimentazione 1,5 lim del solo liquido surnatante € si versano 
nella vasca di fango attivo dell'altra unità. 


1.6.2.3. Analisi 
Per seguire i comportamento della sostanza 9 possono effermiare due npi di analisi: 


— DOC e COD: 
le concentranoni di DOC sono determinate in doppio con l'analizzatore di carbonio e quelle di COD (assieme o 
in alternanve) col sistema indicato nel nfenmento bibliografico (2} 


— analisi speofica: 


le concentrano della sostanza csaminsta si determinano con un metodo analiuco idonco. Se possibile, sì 
dovrebbe effettuare una determinazione specifica della sostanza assorbita sul fango. 


2. DATI E VALUTAZIONE 


21. Processo sd unità accoppiate 


Quando n impiega il «processo sd unità sccoppiatee, i grado gornaliero di rimozione DR nene calcolato come 
indicato al punto 1,2.1. fl valore DR viene quindi corremo in DRc, per tener conto del rasfenmento di sonan:a 
dovuto 25 procedimento di tranamoculanone, mediante l'equazione (2) € l'equazione (3) per cempi medi di 
nrennone nspetovamente di tre € di sei ore. 
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(si 


dove: 

Sor 3 deviazione standard della serie di valori di DRc 

Dc = media de valon di DRe 

n = numero di determinazioni 

Si eliminano i valori anomali della sene di DRc secondo un opportuno procedimento stausnco, ad esempia 


Nalimov (6), con un livello di probabilità del 95% e ss ncalcolano fa media e la demazione standard della sene di 
DRc pnva di valor anomali (outliers). 


Si calcola quindi il rimaitaro finafe con l'equazione {5} 


DRC= DRG a SE a TSI 
Yin 


dove: 
ty 1. = valore tabularo di 1 per n coppie di valon di E ed Ege l'intervallo fiduciano P(P = 1-a)è srimato 2! 
95% (1) 


D nsultato viene espresso come media con limit di tolleranza al 95%. selavva deviazione standard e numero di dsu 
della seme DRc pnva di «outlierse ‘e numero di valori anormali, ad esempio: 


DRc = 98,6 + 2,3% della rimozione ddl DOC 
3 = 4,65% della rimozione de DOC 

a =i8 

x = numero degli soutliers» 


2.2. Processo ad unità ace accoppiate 


D funzionamento delle unità può essere venficaro come segue: 
ale di rimozione COD 0 DOC del liquame — COD o DOC dell'efffuente x 100 


dei COD o del DOC * COD 0 DOC del liquame 
Questa nmonone giornaliera può essere nportata in grafico per evidenziare eventuali andameno, per esempio, 
. verso l'acclimatanone. 
2.2.1. Determinazioni attraverso 4 CODA/DOC 


11 grado gornaliero di nmozione DR è calcolato come indicato al punro 1.2.1. 
Sì calcola la media della sene di valon DR ed incicre la sua demtazione standard con'l'equazione: 


{61 


denazione randard della seme « valon di DR, 
= media da ralon DR, 
= aumero delle determmnazioni 


‘art 
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Si eliminano gli «cucliers» della serve di DR secvado un opportuno procedimento ratistico, ad csempio Nalimov 
(6), con un livello di probabilità del 95% e ui nesicoleno la media e la deviazione standard della serie di DA così 


cpuratà. 
I risultato finale è quindi calcolato cca l'equazione: 
DR = DE EE 
dove: 
t9-1:6 = valore tabulato di t per n coppie di valon di E ed Eo e l'intervallo fiduciano P(P = 1-a)dovePt 


tumaro al 95%(1) 
Core risultato vengono pren le media, ma limso di tolleranza ad un livello &i probabilità del 95%, la relativa 
deviazione standard, il numero di dan delle sene DR cpurata ed è sumero di valore anomali, sd csempro: 
DR = (98.6 + 2,3%) della nmozione del DOC 
1 » 465% della rimozione del DOC 
a 18 
x = numero di «outliers» 


2.2.2. Determinazione astraverso l'analisi specifica 
La IPA EIA sostanza in esame dalla fase acquosa {R,}è calcolata come indicato al punto 
1.2.2. 

3 RELAZIONE 

3.5. Relazione su! saggio 


Nella relazione sul seggio devono figurare, se possibile: 

— la scheda fornita nell'allegato II, che mortra le condizioni operanve del saggio, 

— lT'apparecchisrura scelts {prova di conferma OCSE 0 vasa poroso), 

— il procedimento scelto: unità accoppiate 0 meno, 

— il liquame impiegato: siniezico 0 domesuco (nei caso di liquame domesnco, dita e provenienza del 
campione), 

— npo di inoculo, con data e provenienza del campione, | 

— una descrizione del metodo analitico, se sono stare effertuave analisi specifiche, 


— grafico della mimozione di COD 0 DOC in funzione del tempo, comprensivo dei penodi di avviamento e di - 
valutazione, 


— recipero asalicico della soszunza ut esame come COD o DOC nella soluzione madre, 


— nel caso siano stare effettuare analiz specafiche, grafico della mamozione percentuale della sostanze esaminata 
dalla fase acquosa in funzione del tempo (penodo di avviamento e di valutazione), 


— la nemonione media di DOC, COD o della sostanza in esame e la denazione standard sono calcolate dai nsultati 
del perodo di rzlurazione, coè quando & ha una rimozione ranonana della sormanza i esame 0 un penodo di 
funzionamento a regune, 


— grifico della concentrazione del fango armvo in funnone del tempo, 


— cisesvanori nguardano il fango smvo {scarto di fanghi ra ccorsso, presenza di ngonfiamenti, FeCi,, 
ecc.Ì, 


— ‘concentrazione della sostanza usata fel taggpo, 

— turi nsultan mianvi all'analio fara sui fango, 

— tuti 1 deci edi nsultan speninentali relaum alla sostanza 1n esame e è quella di nfenmento, se imperpate, 
— monvzzon socanfiche per eventuali modifiche nel procedimento. 
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3.2. laterpretazione dei risultati 


Una bssss nmoziane della sostanza esaminata dalla fase acquosa può essere dovuta all'inibizione dei 
mucroorganismi da parte della soranza in esame, Ciò può anche essere cdenziatò da tisi € perdita di fango, che 
produce un surnatante rorbido e da un abbassamento dell'efficienza di rimozione COD (0 DOC) dell'impianto 


pucca. 


A valte può svolgere un ruolo Fassorbimento fisico-chisuco. Le differenze frs l'azione biologica sulla molecola e 
l'assorbimento chimuco-Bsico potsono cisere nvelan da un'inalti condotta sui fango dopo un sdeguato 
desorbimento. 


Se si deve fare la distinzione fra biodegradazione (0 parziale biodegradazione) ed assortimento, sono necessane 
ultersan prove. Ciò si può effettuare in diveru modi, ma il più convincente è usare it mumatante come inocuio in uo 
saggio del dossier di base (preferibilmente un saggio respirametrico). 


Se si osservano elevate rimozioni DOC o COD, ciò è dovuta sla biodegradazione, mentre a basse rimanioni la 
biodegradazione non si può disciguere dall'eliminanone. Ad tsempio, se via composto solebile maniferta une 
elevata costante di assorbimento del 98 % cd il tasso di eliminazione giornaliero del surplus di fango è del 10%, è 

possbile un'eliminazione sino al 40%; con un tasso di eliminazione del sarpius di fango del 30%, l'eliminazione 
dea all'assorbimento ed alla rimozione attraverso il surplus di fango può arrivare.fino al &5 % (4). 


Quando si effettuano analici speafiche, occorrerebbe fare attenzione alla relazione fra la struttura dellà sostanza e 
l’analisi speafica impiegata. ln querto caso il fenomeno osservato non può essere interpretato come uns 
maneralizzazione della sostanza. 
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Figura 1 
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E = pompa adariz compressa; 
F = recipiente di raccolta; 


G = aeratore; 
H= flussometro (facoltanvo). 


(capsatà 3 titri}; 


dosaggio; 
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Ficura 2 
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Appendice 2 


E = recipiente di raccolta dell'effivente; 
; F = diffusore?seratore; 
€ 2 recipiente poroso di aerazione; G a fiussometro (facoltativo). 


Figura 2 
Dettagli del recipizate di aerazione a vaso poroso di 3 fitri 


{diametro sterno del vaso poroso) — > 


h ori 
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Appendice 3 
Condizioni operative per ls prove di simulazione coo farghi attivi 
Controllo in ciascun gruppo 


| 
I 
UGO] 
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BIODEGRADAZIONE 


‘FANGHI ATTIVI: SAGGIO DI ENIBIZIONE DELLA RESPIRAZIONE 


1. METODO 


1.i. lotroduzione 
Can i metodo qui descritto si valuta l'efferro della sostanza in esame sui mucroorganismi misurando la velocità di 
respuramone in determinate condizioni alia presenta di diverse conccotrazioni della sostanza suessa. 
D metodo ha lo scopo di fornire un procedimento rapido di «screeniage per l'identificazione delle socranze che 


possono avere efferti nocivi sugli impianti di trattamento batterico serobio e per indicare le concentrazioni della 
sostanze :n esarné, che 503 provocano efferv inibitori, de usare pui saggi di biodegradabilità. 


Si può fare precedere ia prova definitiva da una prove orientativa che consente di avere delle informazioni 
sull'inrervalio di concentrazioni da usare ne saggio. 


Nel programme del saggio vengono inclusi due costrolli senza la sostanza de esaminare, da utilizzare uno all'inizio 
Cinico ate ere rea n Cisscun gruppo di fanghi attivi dovrebbe essere anche controllato con une 
sostanza È 


DI presence metodo si applica più facilmente a quelle sostanze che grazie alla loro idrosolubitità ed alla loro bassa 
volatilità, permangino prevalentemente in acqua. 


Per-le' sortanze che hanno invece uns limitata solubilità nei mezzi di trattamento, più noe essere possibile 
deverminare la EC. 

Quando ls sostanza in esame hs tendenza a dissccoppiare la fosforilazione ossidstiva, i risultati bassti 
sull'assuazione di ossigeno possono condurre ad errate conclusioni 

Fer cseguise il caggio è uvie disporre delle seguenti infonnazione:: 

— idrosobubilità, 

— tenzone di vapore, 

— formula di arutura, 

— grado di pureizs della sostanza in esume. 

Raccomandazione: 

+ fanghi attivi possono contenere organismi potenzialmente patogeni e dovrebbero perciò essere maneggiati cn 
caurela. 


1.2. Definizioni € uaità 
La velocità di respirazione è il consumo di ossigeso da peru di mucrorganisnu del fango scrobio di acque reflue ed è 
espresso generalmente w mg di O, per mg di fango per ors. 


Per'calcolare l'efferro inibitorio della sostanza in esame ad uns data concentrazione, la veloatà di respirazione n 
espame come percentuale della media delle veloatà di respuazione dei due controlli: 


2 Rs 

va ORE 

{ [Pere olii edili steal 
dove: 
Ra = velocità di consumo di ossigeno alla concentrazione saggata della sostanza n esame 
Rc, = recati di consumo di ossigeno nei coatrvilo 1, 
Re 3 velocità di mosuno di cazigeno nei controllo 2. 
ECyt, in questo metodo, la macent'zzione della tostania in esame alla quale fa velocità di respirazione risulta 
pan ai 50% di quella nievata nel controllo nelle cvadinon qui desconte. 
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13. Sostanze di riferimento 
Pes controllare che la sensibilità del fango sia normale si raccomanda di Gare come sostanza di riferisscato il 
3,5 diciorofenole, noto come inibitore della respirazione, e di soctoporio a determinazione della EC, in cissom 
gruppo di fenghi stivi. 


1.4. Principia del metodo 


ranieri viag ea onere 
misurato dopo un tempo di contatto di 30 minuti o/e di 3 ore. Si misura anche la velocità di respirazione dello 
Sao Sega Sie Brini È dee casa lean nen asd pare o 
L'effento inibitorio della sormanza in esume ad eni data concentrazione è espresso come percentesie delle velocità 
Copelialia adecco Dalle determinazioni a diverse concentrazioni si calcals ua-valore della 
Cio. 


1.5. Criteri di qualicà 
1 risultati del saggio sono validise: 
— la velocità di cespirezione dei controlli differiscono entra il 19% 
—- la EC (30 minuti efo 3 ore) del 3,5-diclorofenolo cade nell'inzervaliò sccsttato tomprcso fra $ € 


30 mg/l. 
1.6. Descrizione del wetodo 
1.6.1. Reagenti 
1.6.1.2. Soluzioni della s0stanss in-esame 
Le soluzioni della sostanza ia esame vengono preparate all'inizio dello snxdio impiegando una soluzione madre. Se 


alain di pecadiaiia di ii gesta. È agenzia cha li concangionioni. dille iobczione magri da & 05 g/l 


1.6.3.2. Soluzione della sostasza de riferimento 


Si può preparare ad csempio una sohazione di 3,5-diciorofenolo sciogliendone 0,5 g in 10 mi di N30H 1M, 

diluendo quindi con acque distillata sino a circa 30 ml, Sdeicnsa do onere sii A zi assale 
firecipitazione incipiente — occorreranno circa 8 mi di H:S0, 0,5M — e dilvendo infine la miscela con acqua 
disuillaza sino al volume di 1 Birro, 8 pH doeredbe allora avere un valore compreso fra 7 e 8. 


1.6,1.3. Liquame sintetico 
Una atimentanone di liquame sinterico si ottiene sciogliendo n un lizro di acqua le seguenti sostanze nelle quantità 
precisate: 
— 16 g di peptooe, 
— 11 gd estratto di came, 
— 3gdura, 
— 0,726 NeQ, 
— 0,4 gi di Ca), 2H,0, 
— 0,2 g di MgS0, TH, Ò, 
— 2836 K.HPO. 
Noto 11: Questo liquame sinsevico è 100 volte più concentrato di quello descritto in OECD Technical Report, 
«Menodo propos perla dtermaazione della iodeg adabileà del umsioaniri impiegati si dcemivi siro 
{11 giugno 1976), coa l'aggunta di fosfato acido di potassio. 
Nota 2: La solunone preparata, te DOD viene utilizzate subito, dovrà essere conservata al buio a tenperarure 
comprese wa 0°C e 4 *C per cos citre una settimana, in condizioni tali da con subire alteranoni nella 
componznooe. Inolue, pnma della couservanone la soluncone porrà essere sterilizzata oppure si potranno 
aggiungere U peptoce e l'estrarto dî came solo poco prima di effermare l'analisi. Pama dell'uso la soluzione dovrà 
euere agitata cd ll suo più dovrà essere correo. 


1.6.2. Apparecchatere 


Apparecchiatura di misurzuooe: sos è importante che l'apparecchio abbis uns forma precisa. Comunque, la 
toraglia di muurazione dovrebbe essere completamente piena € la sonda do-'rebbe aderire ermevcamente al 
collo. 


È necessaria la normale dotinoae di laboratorio ed in particolare: 
— apparecchio di misurazione, 

— sistema di artanivoe, 

=» elettrodo per pH € celsuva apparecchizcura di misurazione, 
— elertrodo ad cssgeno. 
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1.63. Priperazione dell'inoculo 


Come inoculo betterico per 3 taggo si impicge fango attivo proveniente da ua impusoto di tractamzoto di liquami 
prevalentemente domestici. 


St necessario, al ritorno is laborstorio, si possono rirnuovere ie particelle grossolane medianse sedimentazione par 
un breve periodo ad esempio per 1$ minuti, e, quindi, decancare, per l'uso, lo strato nperticiale contenente le 
particelle solide più piccole, in alternativa i fango può esscre miscelato per pochi secondi con ve agitetore. 


{noltre, ove si presume la presenta di materiali inibenti, il fango dovrebbe essere lavato cna acqua di rubinetto o 
coa soluzione motonica. Dopo contrfugazione » decanta il surmatante (questo procedimento si ripere per cre. 
volm), 


Una piccola quantità di fango umido viene pesstà, essiccata e ripesata. la questo modo ti può calcolare ls quantità 
di fingo umido da sospendere in acqua per ortencre un fango arrivo cos una quantità di solidi sospesi nti fiquido 
chlendicato cogenti cu 108911 Qvena qilpriti di Gia asociale agis ni 001140 i se 
utilizzato per il saggio, st tì segue la procedura raccomandste più s0tt0. 


Se il fango non può essere utilizzato il giorno stesso del prelievo, ad ogni litro del fango attivo preparato come sopra 

ta aggpungono $0 mi di liquame tinterico; i fango viene quindi acrato per nutta la some a 20°C {+ 2°C). 
L'scranone viene mantenuta anché darinte la giorsizio in attrsa dell'uso prima del quale vi consrolla e, st 
necessario si tampone il pH fra 6 e 8.1 solidi sospesi nel liquido chiarificaro si dovrebbero determinare come 


descritto nel precedente paragrafo. 


Se si deve impiegare lo resso gruppo di fanghi nei giorni successivi (quattro giorni al mazzimo), alla fine di ogni 
mornata di lavoro occorrerà aggiungere altri 50 mi di liquame sintetico, per litro di fango. 


1.6.4. Esecuzione del seggio 
Durata/tempo di contatto: 30 minuti e/0 3 ore, sotto serazione; 
Acqua: acqua potabile (se necessario declorata}; 
Alimentazione di aria: ar pulita, esente da olì; fiusso da 0,5 a 1 }/mia; 


Apparecchistura di misurazione: boriglis a fondo piatto del tipo della bottiglia per ls determinazione del’ 
BOD; 


Ossimetro: idoneo elerrodo ad ossigeno con regiaratore; 

‘Soluzione nvtritiva: tiquame sioverico (vedi sopra); 

Sostanza in esame: le soluzione in esame è preparate in co]ncomitanza all'inizio del saggio; 
Sostanza di riferimento: ad esempio 3,5-diclorofenolo (almeno ere concentrazioni); 

Controlli: campecen inocilati esenti dalla sostanza im esame; 

Temperstura: 20 *C (x 2°C). 


Si descrive in seguito an procedimento sprrimentale che può essere seguito sia per le sostanta ia csame che per 
quella di riferimento durante i penodo di contatto di tre ore. 


Occorrono diversi recipienci (ad esempio becher da 1 litro). Si dovrebbe impiegare una serie di 1lmeno cinque 
concestranoni che differiscano tra di loro di as fattore costante di preferenza non miperiore a 3,2. 


Al tempo «Cf», si portano 16 mi di liquame sinzetico a 300 mi con acqua. Si aggiungono 200 mi di inoculo bezterico 
e ta versa la miscela totaie (500 mi) in ua pruno recipieme (primo muatrollo C.}. 


{ recipienti in esame dovrebbero cere serati continuativamente in modo de impedire che il livello di O; disciolto 
scenda al di sorto di 2,5 mi/fedinmodoche, subito prima di misurare la velocità di respirazione, la concentrazione 
di O; sia almeno uguale 4 6,5 mg/l. 


AI tempo.+1$ minuzie (15 minuti è ua intervallo arbitrario na adeguato) si ripete la stessa operazione salvo che 
100 mi della soluzione madre della sostasua io csame vengono aggiunti si 16 mi di liquame nintevico prima di 
sddizionare l'acqua sino a 300 mi € l'inoculo batterico ano sl volume di 500 mi. Questa miscela viene quindi 
verista 10 uo seccado recipiente ed serata come sopra. Si ripete questo procedinento ad intervalli di 15 minuti cne 
differenti volumi delle soluzione madre della sostante in esame, in sodo de disporre di une serie di fecipienti 
cooteneno diverse concentrazioni della sostanza ia esame. infine si prepara us secondo costrollo (Cs). 
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3.2. 


Dopo ce ore si deiermina il pH e si versa un'aliquota bce miscelata del contenuto del primo recipiense 
nell'apparecchio di misurazione e si misura le velocità di respirazione per an tempo fino a 10 minuti. 
Questa determinazione viene ripetuta mal coatenuto di ciascun recipicate sd intervalli di 15 minuti, in sodo che i 
tempo di contatto per ogni recipiente sia di tre ore. 

Li sostanza di rifesimento viene saggiata nello nesso modo se cisscun gruppo di inoculi banerici. 

Quando si devono effettuare misurazioni dopo 30 minuti di contante, occorre un procedimento diverso (ad 
esempio cca più di ua csimetro) 

Se si richiede la misara del consumo di ossigeno, ti preparano altre bottiglie contenenti la sostanza in esame, i} 
liquame sintriico ed scqua ma non fango attivo. 

I conmumo di cesigeno si misura € registra dopo un periodo di serazione di 30 minuti e/0 3 ore itempo di 
contatto). 


DATI E VALUTAZIONE 

La velocità di respirazione si calcola dal tracciato del registratore cell'intervalto che va da circa 2,5 a 6,5 mg 1/1, 
oppure, se la velocità di respirazione è bassa, per un periodo di 10 minuti. Diratto di curva di respirazione in cui si 
misura la velocità di respirazione dovrebbe essere lineare. 

Se le velocità di respirazione dei due controlli differiscono tra lore di più del 15% o vela EC,,(30 minurie/oJ ore) 
della somanza di riferimento non cade nell'intervallo ammesso (da 5 a 30 mg/t per il 3,5-diclorofenole), la prova 
non è valida e deve essere ripetuta. 

Per ogni concentrazione ia esame si calcola la percentuale di inibizione (vedi paragrafo 1.2). Quest'ulima viene 
mportata ca grafico, su carta lognormale (0 lagprobit), in funzione delle concentranone e si ricava va valore di 
ECs. 


Usando procedimenti standard si possono determinare i liti di confidenza 21 95% per i valori della ECse. 


RELAZIONE 


Relazione mi saggio 
Nella relazione sul saggio devono figurare, se possibile: 
— Sostanza in esame: dati di identificazione chimica, 
— Sistema di saggio: origine, concentrazione ed eventuali trattamenti preliminari del fango attivo. 
— Condizioni del saggio: 
— pH della miscela in esame prima di determinare la respirazione; 


— vostanza di riferimento e relaciva EC, misurzta; 
— eventuale assanzione abiotica di osigeno. 
— Rimutan: 
— fut i dan misurati; 
— curva di inubizione e metodo per i calcolo della EC 
— ECwe, se possibile, limivi di confidenza al 95%, ECxo «d ECns. 
— tutte le osservanoni e le eventiali demazioni dil presente metodo che potrebbero aver condizionato il 
naro. 


Interpretazione dei dari 

Dal momento che le complesse interazioni che si hanno nell'ambiente nora possono essere fedelizente nprudorte in 
un saggio di laboratorio, 3 valore della £Cu dovreble eucre conaderato semplis:mente come uns 
della probabile tossicità della sostanza in csame per i fango anvo uszto cel trarramento des liquami 0 per i 
mucrovtganiz delle acque reflue. 

Inoltre, îe sostanze in esame aventi efferro imbitorio rull'ossidazione dell'amunoniaca possono anche causare curve 
di inibizione atipiche. Di conseguenza tali curve dorranzo essere nterpertave 000 cautela. 
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‘| MODECRADAZIONE 
SAGGIO SCAS MODIFICATO 
1. METODO 
1.1. Introduzione 
Scopo del metodo è quello di valutare la prrentizie biodegradibibità ultimo di sostanze organiche solubili im 
acqua e son rolabili, esposte per ua lungo periodo 4 concentrazioni relativamente cievate di microorganismi, La 


vitalità dei miccroorganisei viene mantenuta per tuttii periodo aggiungendo giornalmente Equami docantati. (Per 
Pinvervalio di fine settimana, i liquami: possono cisere conservati a 4 *C. In alisrnariva wi può usare il liquame 
nuatetico del seggio di conferma OCSE.) 

Nell l'interprerazione dei risultati occorre innere conto dell'eventuale assorbimento fisico-chimico della sostanza in 
esame nu solidi in sospensione (vedi partgrafo 3.2). 

sile teariiva iramaniziio idrica 


prova son riproduce le me ue ie i 1 risultavi 
ortenvi con diverse sostanze indicano che il sistema ha an elevato pocenziale di biodegradazione. 


Le condizioni sperimentali sono estremamente favorevoli alla selezione e/o all'adartamento di microorganismi. 
capeo di degradare il comporzo in esame (si può seguire questo procedimento anche per produrre inoculi” 
scclimatati da utilizzare ia altri saggi). 


Nel presente metodo la biodegradabilità viims delle sostanze in esame viene determinata attraverso fa misura della 
concentrazione del carbonio erganico disonito (DOC) (è preferibile determinare ù DOC dopo scidificazione € 
depurazione anziché dalla differenza Cr —Cinsegance)- 

L'impiego simultaneo di un metodo analitico specifico conseste di determinare is degradazione primaria della 
sostanze {modifica della struttura chimica della sostanza in came). 

£ metodo può essere applicato soltanto alle sostanze organiche che alle coccentrazioni impiegate per è 
vggpo: 

— sono solubili in acqua (almeno 20 g/l di carbonio organico disciolto), 

— hanno uns tensione di vapore vascurabile, 

— non eseratano effet inibitori wii baneri, 

— sca rergono assorbite in nodo significativo dal sistema sperimentale, 

— 00 vengono sottratte alla soluzione io esame tiediante forzaazione di schiume. 

Occorre determinàre il contenuto di cartboeso organico della sostanza in esame. 


Per t'incerpretanone da neutati ottenuti, in partoolare nei can ia cui i valori siano bassi o trascurabili, sarà utile 
disporre di informazioni salle proporuon relsuve dei principali componenti della sostanza n esame. 


Pes l'interpretazione di eventuali valori basm e per la scelta di una concentrazione adeguata al saggio, può essere 
utile disporre di formazioni sulla tosuatà della sostanza per i wucroorgarutmi. 


5.2. Definizioni e antà 
Cx = coacestrazione delle sostanza in esame espressa come carbocio organico presente 0 addizionaro al liquame 
sedimentato all'inno dei penodo di aerazione {mg/l} 


C, a enpcentrazione del carbonio organico disciolto navenuto nel sumataote del saggio alla fine del perodo di 
aerazione (tng/!) 


C, = concentrazione del carbon:o organico discolto rinvenuto cel nuraziante del controllo ella fine del periodo di 
serazione (mg/l) 

Nel prewente metodo la biodegradanone è definita come eliminszione del carbonio organico. La hodegradazione 

può csere espressa come: 


— 168 — 


15-2-1990 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38 
-_—m_P__ime-————————————t[@tm—._r tt. Pt /°r..3t*..’@@’’..@(’——_-Q@uiò 


1) La risvozione percratuale Da, della sostanze aggiunta giornalarcare: 


Da * SESIS 100 (1) 
dove: . 
Da, = degradarione/aggiunea giornaliere. 
2) la rimozione percentuale D_, di sostanza rispetto a quella presente all'inizio di ogni giorno: 


a ICr + Che Cao uom + essi x 100.  (22)} 


Er - Ge 
2 agata pate x100 (206) 
dove: 
Dug = degradazione/sostanza iniziale giornaliera. 
Cico + 1) si riferiscono al giorno in cui si efferrua la misurazione. L'equazione (2 a) è consigliaza se il 


CANAL ica peraaiata mm Fisica i bi pig eni se sendo 1 DOC AN 
fumane relarivameote costante da un giorno all'altro. 


1.3., Sostanze di riferimeno 
Lo alcuni cisì quando si esamina uns Guova sortenza, possono essere utili delle sostanze di riferimento; ciò 
Donostante Bon n propogono qui sostanze di riferimento specifiche. 
NelPallegato Î vengono forniti deti relativi £ mamerosi composri analixezii in un saggio interlsboratorio soprattutto 
per consenare di tanto in tanto la calibrazione del metodo e per rendere possibile il confronto dei risultati quando se 
ne adotta un altro. 


1.4. Principio del metodo 


I fanghi attivi provenienti da un impianto di trartamento dei liquami vengono posti im una unità semicontinna per 
fanghi attivi (SCAS), Si aggiungono i composso in esame e liquame domestico sedimentato; si efferrua l'acrazione 
della miscela per 23 ore. Quindi si interrompe l'aerazione, si lasciano decantare i fanghi e si rimouve il 


SUFBatante. 
1 fanghi che rimangono nella camera di serazione vengono quiodi mescolati osa un'altra aliquota del.compoero in 
esame è del liquame, e si ripete 3 ciclo. 

La biodegradazione si ricava determinando la quantità di carbonio organico disciolto nel surnatance. Tale valore 
viene confrontato con quello trovato nel sursistanie del controllo contenente soltanto liquame decantato. 


Se si urilizza up metodo analitico specifico si possono determinare le variazioni di concentrazione della sostanza in 
esasne donne alla biodegradazione (biodegradabilità primaria). 


1.5. Criteri di qualità 


La riprodocibilicà di questo metodo basato sulla rimozione di carbonio organico disciolto non è stata ancora 
dimostrata. (Se si prende is considerazione la biodegredazione primaria si ortengono dau molto precisi per 
sostanze che siano estesamente degradate.) 


La sennibilità del metodo dipende soprattutto dalla variabilità del bianco ed in minor misura dalla precisione della 
determinazione del carbonio organico disciolto e dalla quantità del composto ia esame presente nei liquido 


all'inizzo di ogni ciclo. 
1.6. Descrizioae del metodo 
1.6.1. Preparabon 


Per cinscuna sostanzs in csame € pet i controlli si collega un cumero sufficiente di unità di aerazione pulite (ia 
alternative si può usare l'unità criginale per il saggio SCAS da 1,5 litri) con i tubi di presa dell'aria (figura 1). L'aria 
compressa inviate nelle unità di saggio, purificata con un filtro di cotone gruxzo, deve essere esente de 
organico e satura di acqua per ridurre le perdite per evaporazione. 

Da ua impianto di trattamento e fanghi attivi sdibizo prevalentemente a liquami domestici si preleva un campione 
di liquido chiarificato, contenente di 1 a 4 g/1 di solidi sospesi. Per ciascuna unità di aerazione occorrose circa 
150 m) di liquido chiarificato. 
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Si preparano coe acqua distillata le soluzioni madri della sostanza in carne; di solito è richiesta uns concentrazione 
di 400 mg/l di carbonio organico che, se ecs he luogo biodegredazione, corrisponde sd una concentrazione di 
sostanza 1 esame peri è 20 mg/l di carbonio all'inizio di ogni ciclo di aerazione. 


Se le tossicità per i microorganismi lo consente si possono avere concentrazioni più clevase. Si misura la 
concentramose di carbouio organico nelle soluzioni madri. 


1.6.2. Condizioni del seggio 


I saggio va effettuato da 20 a 25 *C. Si arilizza un'elevata concentrazione di mictoorganiami acrobici (de 194 g/1 

di solidi sospezi) cd il periodo di ritenzione effetrivo è di 36 ore. la genere, otto ore dopo Parvio di ciascun ciclo di 

serancas, i carbonio organico contenuto sei liquami innesti è ampiarnente ossideto. Dopo ha inizio le 

respirazione endogena del fango che si manterrà per nato il rimanente periodo di scrazione, durante d quale i solo 

substrato disponibile è ls sostanza in esame a meno che nos venga anch'essa metabolizzata 

Moti unitamente alla reisoculazione giornaliera del sistema (vedi paragrafo 1.4), nel caso i cui si usino come 
me aa bquarni domestici, nia a Sendzioni seoravinniane ereevolia pe Foo Bnazione, Li pe saio 


1.6.3. Esecuzione del seggio 


Sì preleva un campione del liquido chiarificaro da un idoneo impianto s fanghi attivi per i ratramento di liqua:ni in 

prevalenza domesrici oppure da un irnpiznto di laboratorio e si mantiene in ccadizioni serobiche sino all'impiego in 
laborstorio. Sì riempie cisscuna unità di serazione e l'unità di costrollo con 150 mi (se si vrilizza l'unità originale 
pet il saggio SCAS, moltiplicare i volumi per 10) é liquido chiarificato e si avvia l'acrazione. Dopo 23 ore si 


€ 41 preierano aliquote da 100 mi di surustante. Si prepara, immediatamente prima dell'impiego, ua campione di 
liquami domestici decantati e se ne aggiungono 100 mi al fango che rimane in cisscuna unità di serazione. Si avvia 
suovamente l’'aerazione. A questo punto con ai aggiunge la sostanza da esaminare e ti alimentano giornalmente lè 
unità cca liquami domestici fino 4 quando si forma per decantazione ua surnatance chiaro. In grocre questa fase 
richiede al massimo due settimane e nel frattempo il carbonio organico disciolto nel samatante raggiunge alla fine 
di ogni ciclo di aerazione ua valore comante. 


Terminsta quena fase, (eng engla ener Segno ateo va lare 9.29 dl E ale Serro 
introdotti ia ciascuna unità 


95 ni di liquame seriimentato e 5 mi di acqua vengono aggiunti all'unità di controllo, e 95 mi di liquame 
sedimentato più $ mi della soluzione madre della sostanza in csame (400 mg/l} vengono aggianti alle wicà di 

sagpo. Si riavvia l’acrazione e si protrae per 23 ore. Si lasciano quindi sedimentare i fanghi per 45 minuti, si preieva 
il suruacanee e se se analizza i) coatenuto di carbonio organico disciolto. 


Le nuddette operazioni di riempimento è di prelievo, vengone ripetute ogni giorno per rutta la durata del 
sagpo. 

Prima della sedimentazione può essere necessario pulire le pareti delle unità per evitare che si accumulino solidi al di 
sopra del livello del liqudo. Per evitare contaminazioni incrociate si atifizza un raschisrore o una spazzola diversa 
per GaAscuns unetà. 


fdealmente, d carbonio organico disciolto nei narnatanti dovrebbe essere determinato ogni giorno anche se si può 
consenare una tmunore frequenza delle analisi. Prama delle analisi i liquidi vengono filtrani mediante filtri a 
tnestibrana con pori di 0,45 pm lavati oppure vengoso centrifugati. DI filtri a membrana sono idonci se durante la 
filtrazione nom liberano carbono organico né sssòrboso la sostanza in esame. Nella centrifuga la temperatura del 


campione con deve superare i 40 gradi contigradi. . 


La chirata del teggio per i compom che mostrano una biodegradaziose limitata 0 sulla non è fissata, ma 
l'espenenza suggensce che la durata dovrebbe essere. in generale, di almeno 12 setumane, ma 500 più lunga di 
26 sernmane, 


2, DATI E VALUTAZIONE 


1 valori del carbonio organico disciolto rilevso nei surnstanti delle unstà di saggio e delle unità di controllo vengono 
Nportan = grafico in funnose del tempo. 


Con il procedere della biodegradazione i valori determinati nel saggio si avvicinano a quelli del controllo. Quando 
la differenza tra i due livelli i mantiene costante per oltre tre misurazioni consecutive, si csegue un cumero di 
ulteriori misurazioni, tale da effertuare ans -laborazione statistica dei dati e da calcolare ta biodegradazione 
percentuale subita dalla sostanza in esame (Da, Oppure Dy, vedi paragrafo 1.2). 
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3, RELAZIONE 


3.1. Relazione vel saggio 


Nella relazione sul saggio devono figurare, ce possibile: 

— tutte le informazioni sui tipo di liquame, sul tipo di unità ussta e sui risultati sperimentali concernenti le 
fomtanze ciamanate, la sostanza di riferimento, se useta, cc il bianco, 

— la temperatura, 

— la curva di rimozione, sonché descrizione e metodo di calcolo relativi (vedi paragrafo 1.2), 

— date e hicgo di prelievo dei fanghi strivi e del liquame, raro di adattamento, concentrazione, ecr., 

— touvazioni scientifiche di eventuzii modifiche del procedimento, 

— firma e data. 


12. L sioni dei rieuitesi 
Dato che le sostanze esaminate coa il presente metodo non sono facilmente biodegradabili, qualsiasi rimozione del 
DOC imputabile eschisivansente alla biodegradazione avviene in genere graduatmente nel corso di giorni o 
sernmane, sd eccezione di quei casi in cai avviene una improvvisa acclimatazione indicata da una brusca scomparsa 
che si verifica dopo alcune serrimane. 


fo ogni caso l'assorbimento chimico-fisico può a volte giocare ua ruolo importante; ciò si verifica quando all'inizio 
della prova si riscontra una parziale 0 completa rimozione del DOC aggiunto. Ciò che sccade succesivamente,, 
dipende da fattori quali È grado di assorbimento e la concentrazione di solidi sospen nell'effiuente di scarico. Di 
solito la differenza tra concentrazione dei DOC nel controllo e nei sumatanti del saggio sumente gradusimente 
nsperro al basso valore iniziale e tale differenza si mantiene quindi al suovo valore per il resto della prova a meno 
che non si verifichi l'acclimatazione. 


babi rat Limp dagli siaplrae sergesori dani 
necessan ulteriori saggi. Questi pomono emere effettuati in diverti modi: sede nali 
surnatante 0 1 fanghi come inoculo in un raggio del dovsier di base (preferibilmente il saggio respirometrico). 


Le sortanze che in questo saggio mostrano un'elevata’ rimozione del DOC, non dovuta ad assorbimento, devono 

essere considerate potenzialmente biodegradabili. Un'eliminazione parziale non dovuta ad assorbimento indica 

che le sostanza è almeno in parte biodegradabile. 

Valori bersi o nalli di rimozione det DOC possono essere dovuti ad un effetto inibente della sostanza in esame sui 

anscroorganiza, il che può anche essere evidenziato da lisi 0 da ridazione dei fanghi con formazione di surnatanti 

torbidi, È saggio deve cmere ripetuto s concentrazione più bassa delle tovtanza in esame. 

{i ricorno a us metodo analitico specifico 0 alla marcanira della soscanza in ccame con il '*C può permettere una 
magpore sensibilità. Nel caso di composti marcazi cos !*C lo sviluppo di '*CO, confermeri che la biodegradazione 

5 prisa logi. 

Quad cali e e ed e eg e uns 

ene del cambiamento di strutture chizzica che csuss la diminuzione di rispoma della sostanze ia 


Si deve dimostrare la validità del metodo analitico e riportare la risposta fornita dal bianco. 
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(1) OCSE, Parigi 1981, Linee Guida 302 B, decisione CI81) 30 def. del Consiglio. 


— 171 — 


15-2-1990 Supplemento ordmario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - a. DB 


— 172 — 


15-2-1990 Supplemento ordinario alla GAZZETTA UFFICIALE Serie generale - n. 38 
'——————--—-c—- <CCCcIccQeceuerc=—=<<————@—@t@t@t—‘tUWW--<s=-=<-<-v|v|*cV*TSTST<<[/W———T2zZ_Z<I5qnL==-== === 


NOTE 
AVVERTENZA: 


Il testo delle note qui pubblicato è stato redatto ai sensi dell’art. 10, comma 3, del testo unico approvato con decreto del Presidente della 
Repubblica 28 dicembre 1985, n. 1092, al solo fine di facilitare la lettura delie disposizioni di legge alle quali è operato il rinvio. Restano invariati il 
valore e l'efficacia degli atti legislativi qui trascritti. 


Note alle premesse: 


— Il D.M. 3 dicembre 1985 (Classificazione e disciplina deli‘imballaggio e dell’etichettatura delle sostanze pericolose, in.attuazione delle 
gine egre dal Consiglio e dalla Commissione delle Comunità europee) è stato pubblicato nel suppl. ord. n. 2 alla Gazzetta Ufficiale n. 305 del 
icembre 1985. 


— 11 D.M. n. 555/1987 reca: «Modificazioni ed integrazioni al decreto ministeriale 3 dicembre 1985 sulla classificazione e la disciplina 
dell aspallezzio e dell'etichettatura delle sostanze pericolose, in attuazione della direttiva della commissione delle Comunità europee n. 86/43/CEE 
el 24 giugno 1986». 


—- La direttiva del Consiglio n. 87/432 è stata pubblicata nella «Gazzetta Ufficiale» delle Comunità europee n. L 239 del 21 agosto 1987. 
— La direttiva della Commissione n. 87/302 è stata pubblicata nella «Gazzetta Ufficiale» delle Comunità curopee n. L 133 del 30 maggio 1988. 


Sa pa duetva della Commissione n. 88/490 è stata pubblicata nella «Gazzetta Ufficiale» delle Comunità europee n. L 259 del 19 set- 
tembre 1988. 


Nota all'art. 2: 
Per quanto concerne la direttiva della Commissione n. 87/302 v. nelle note alle premesse. 


Nota all'art. 3: 
" (oddlare 6 della legge n. 256/1984 (Classificazione e disciplina dell'imballaggio e dell'etichettatura delle sostanze e dei preparati pericolosi) 
e 11 seguente: 
«Art. 6. — Si provvederà con uno o più decreti da emanarsi nei modi di cui all'articolo 3 alla determiriazione: 
. dei simboli e delle indicazioni di pericolo di cui al punto 3 dell’articolo 5; 
della natura dei rischi specifici di cui aì punto 4 dell’articolo 5; 
degli eventuali consigli di prudenza di cui al punto S dell’articolo 5. 
I decreti previsti dall'articolo 3 e dal comma primo del presente articolo possono contenere Ia.fissazione di un termine non superiore a 12 mesi 


per lo smaltimento delle sostanze e dei preparati già immessi sul mercato non conformi nell’imballaggio e nell’etichettatura alle disposizioni della 
presente legge». 
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